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RESUMO

Introducdo: Sepse € uma disfungdo organica com fundo infeccioso que interfere na
regulacdo de 6rgaos e sistemas, dentre eles o Sistema Nervoso Central (SNC). A
inflamacdo e o estresse oxidativo relacionam-se com o desenvolvimento da
disfungao cerebral na sepse.

Objetivo: Determinar o efeito da associagdo de acido a-lipoico (ALA) e dleo de peixe
(OP) como uma terapia antioxidante e anti-inflamatdria sobre a disfungao cerebral na
sepse.

Métodos: A analise in vitro foi realizada em microglias estimuladas com
lipopolissacarideo (LPS) isolado ou adicionado de ALA, OP ou a associagao
ALA+QOP, e citocinas foram determinadas 24 horas apds. Na analise in vivo ratos
Wistar foram submetidos a sepse por ligagao e perfuragéo cecal (CLP) ou controle
(sham). Os animais foram tratados via oral com veiculo (salina), ALA, OP, ou a
associagao (Assoc) e divididos nos grupos Sham+sal, Sham+OP, Sham+ALA,
CLP+sal, CLP+OP, CLP+ALA e CLP+Assoc. Em 24 h e 10 dias apés a cirurgia o
hipocampo, pré-frontal e cortex total foram coletados para determinagao de TNF-q,
IL-18 e IL-10, permeabilidade da barreira hematoencefalica (BHE), nitrito/nitrato,
atividade da mieloperoxidase (MPO), espécies reativas ao acido tiobarbiturico
(TBARS), proteinas carboniladas, atividade da superoxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT), NGF e BDNF. Avaliagbes comportamentais foram realizadas em 10
dias apds a cirurgia.

Resultados: A associacdo de ALA+OP reduziu as concentracbes de TNF-a e MPO
no cortex total, reduziu as concentracdes de IL-1B no pré-frontal e hipocampo e
diminuiu a carbonilagdo protéica nas trés estruturas. ALA+OP elevou as
concentracdes de BDNF e a atividade da CAT nas trés estruturas e preveniu o dano
a memoria e aprendizado.

Conclusédo: A associagdo de ALA+OP reduz o impacto negativo da sepse
polimicrobial no SNC de ratos ao diminuir marcadores de inflamagcao e estresse

oxidativo e prevenir o dano cognitivo em longo prazo.

Descritores: Oleo de peixe; acido lipoico; cognigdo; neuroinflamagédo; antioxidante;

comportamento.



ABSTRACT

Introduction: Sepsis is a severe organic infection-related dysfunction that impacts the
normal regulation of several organ systems, including the central nervous system
(CNS). The inflammation and oxidative stress play crucial roles in the development of
brain dysfunction in sepsis.

Objective: To determine the effect of a o-lipoic acid (ALA) plus fish oil (FO)-
association as an important antioxidant and anti-inflammatory approach on brain
dysfunction in septic rats.

Methods: For in vitro assay, microglia cells were stimulated with LPS alone or added
with ALA, FO or the association of ALA+FO (Assoc) and cytokines were measured at
24 h later. For in vivo assay, Wistar rats were subjected to sepsis by cecal ligation
and perforation (CLP) or sham (control) and treated orally with vehicle (saline; sal),
ALA, FO, or the association (Assoc). Animals were divided into Sham+sal,
Sham+FO, Sham+ALA, CLP+sal, CLP+FO, CLP+ALA and CLP+Assoc groups. At 24
h and 10 days after surgery, the hippocampus, prefrontal cortex and total cortex were
obtained and assayed for levels of TNF-a, IL-13 and IL-10, blood brain barrier (BBB)
permeability, nitrite/nitrate  concentration, myeloperoxidase (MPQO) activity,
thiobarbituric acid reactive species (TBARS) formation, protein carbonyls, superoxide
dismutase (SOD) and catalase (CAT) activity, NGF and BDNF levels. Behavioral
tasks were performed 10 days after surgery.

Results: The association of ALA+FO reduced the levels of TNF-a and MPO in the
total cortex, decreased IL-1B levels in the prefrontal cortex and hippocampus and
diminished protein carbonylation in all brain structures. ALA+FO enhanced BDNF
levels and CAT activity in all brain structures and prevented memory and learning
impairment.

Conclusion: Our findings indicate that the association of ALA+FO diminishes the
negative impact of polymicromial sepsis in the rat brain by reducing inflammatory and

oxidative stress markers and preventing long-term cognitive damage.

Keywords: Fish oil; lipoic acid; cognition; neuroinflammation; antioxidant; behavior.
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CAPITULO 1: INTRODUCAO

A sepse €& uma condicdo -caracterizada por alteragbes clinicas,
hematoldgicas, bioquimicas e imunoldgicas decorrente de um processo infeccioso;
se ndo contida, a evolugdo culmina na sindrome da disfungdo de multiplos 6rgaos”.
O sistema nervoso central (SNC) também pode ser afetado pela sepse, e sua
disfuncdo aguda € denominada Encefalopatia Associada a Sepse (EAS). Esta
disfungcao pode surgir em fases iniciais da sindrome, sendo entdo o encéfalo um dos
primeiros érgaos afetados, dada a sua elevada vulnerabilidade?-.

A sepse e suas consequéncias respondem por cerca de 20% das
internagées em Unidades de Terapia Intensiva (UTI)®. Apesar dos consideraveis
avangos, a sepse continua sendo uma importante causa de mortalidade’, tendo em
vista que corresponde a 51,9% dos casos no Brasil® e 35,3% dos casos no mundo®.

A fisiopatologia da EAS possui intima relagcdo com as alteracbes geradas
perifericamente pela sepse. Atualmente, a literatura elucida o papel do estresse
oxidativo no desenvolvimento de sepse'®'3; contudo, a relagdo deste com a EAS e
seus mecanismos demandam esclarecimentos’. Sob influéncia de mediadores
inflamatorios e agentes oxidantes liberados na periferia, é possivel observar
alteragcdes na permeabilidade da barreira hematoencefalica (BHE) de animais 24
horas apds a inducdo de sepse. A partir desta disfuncido, ocorre a infiltragcdo de
células do sistema imune, passagem de compostos toxicos e ativacdo de células
gliais, como a microglia, que resultara na potencializagdo da resposta neuroimune e
estimulara a ocorréncia de estresse oxidativo e uma resposta inflamatdria local? 1314,
Como consequéncia, observa-se em curto prazo a ocorréncia de dano neuronal, que
levara a alteragdes nos sistemas neuroenddcrino, autonémico e comportamentals16.
Em longo prazo, estas alteragdes resultam em déficit cognitivo, como alteragdes na
memoaria, na concentragao e/ou perda global da fungéo cognitiva, além de alteragbes
psiquiatricas, como depressao e ansiedade’’-1°,

Neste contexto, terapias antioxidantes e anti-inflamatérias tém sido
consideradas como promissores tratamentos farmacologicos. Atualmente, o acido a-
lipoico (ALA) e o 6leo de peixe rico em w-3 sao produtos amplamente estudados
para outras doengas, mas pouco explorados na sepse. O ALA é reconhecidamente

um potente agente antioxidante universal?®. Em um estudo recente, Petronilho et al.
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(2015) comprovaram que a administragcao oral de 200 mg/kg de ALA, em dose unica,
promoveu reducdo de marcadores do dano oxidativo em o&rgaos de animais
induzidos a sepse?'. Ja o dleo de peixe (OP) é uma rica fonte de acidos graxos
polinsaturados eicosapentaenoico (EPA) e docosahexaenoico (DHA), capaz de
modular a sintese de citocinas devido a suas propriedades imunomoduladoras e
antinflamatoérias?223, Considerando os diferentes, porém complementares, papéis
desempenhados por estes nutracéuticos, bem como a auséncia de relatos cientificos
publicados até o momento, torna-se relevante avaliar o uso isolado e associado de
ALA e OP em modelo animal de sepse. Objetiva-se, por conseguinte, analisar o
papel do ALA e do OP, isolados e associados, sobre a mortalidade decorrente da
sepse, bem como a influéncia destes compostos em parametros neurobioquimicos e

comportamentais, ambos indicativos de disfung&o neuroldgica associada a sepse.

1.1 REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Conceito e epidemiologia da sepse

Conceitualizar e estabelecer critérios diagnosticos para doengas e
sindromes é de suma importancia para o avanco da ciéncia e a determinacao de
condutas clinicas, ja que a auséncia de um consenso permite o uso intercambiavel —
equivocado, frequentemente — de diferentes termos como sinbnimos para uma
condicdo especifica, bem como inviabiliza a realizacdo de estimativas
epidemioldgicas e a reprodutibilidade de estudos cientificos. Frente a este cenario,
em 1991 elaborou-se uma definicdo consensual acerca da doenga sepse e suas
condigdes relacionadas, como septicemia, sindrome séptica e choque séptico?*.

De fato, esta definicdo permitiu um grande avango em relagédo ao tratamento
destinado ao paciente com sepse e as pesquisas sobre o tema; entretanto,
percebeu-se que o0s conceitos estabelecidos apresentavam elevada sensibilidade,
mas careciam de especificidade?®. Considerando o avango cientifico e a baixa
especificidade diagndstica da sepse, grupos de especialistas e pesquisadores
rediscutiram, em 2001, as definicbes criadas na década de 1990 e mantiveram-nas,
em sua esséncia, como os critérios e conceitos a serem utilizados na pratica e

pesquisa clinicas?®.
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Sendo assim, define-se como sepse a associacdo de um quadro infeccioso
grave e uma resposta inflamatoria sistémica?6-2°. Contudo, esta condigdo pode se
apresentar como distintas situacdes clinicas dentro de um contexto evolutivo da
doenca, o que requer a diferenciacdo entre um quadro infeccioso, sindrome da
resposta inflamatéria sistémica (SIRS, do inglés systemic inflammatory response
syndrome), sepse e sepse grave, choque séptico e disfungdo de multiplos 6rgaos e
sistemas?6-30.

As definigdes de sepse e sindrome correlatas, descritas em 1991, bem como
a revisdo acerca de seus sinais e sintomas, realizada em 2001, estdo elencados nos

Quadros 1 e 2, respectivamente.
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Quadro 1 — Definigbes sobre sepse e condi¢des relacionadas, criado em 1991.

Infecgao: Processo patoldgico induzido por micro-organismo

Bacteremia: Presenca de bactérias no sangue

Septicemia: Termo em desuso na literatura médica

Sindrome da Resposta Inflamatéria Sistémica (SIRS): Manifestagao clinica de
um estado de inflamagdo orgéanica, decorrente de insultos como politrauma, pds-
operatério, pancreatite, queimaduras e infecdes. E definida como a presenca de
dois ou mais dos seguintes critérios:

Temperatura corporal > 38 °C ou < 36 °C

Frequéncia cardiaca > 90 bpm

Frequéncia respiratéria < 20 ipm ou PaCO2 < 32 mmHg

Leucograma com > 12.000 ou < 4.000 céls/mm? ou ainda > 10% de neutrofilos

imaturos

Sepse: SIRS ocasionada por infecgéo (suspeita ou documentada)

Sepse grave: Sepse associada com disfungdo organica, hipotensao ou sinais de
hipoperfusao:
Hipotensao: PA sistdlica < 90 mmHg ou queda > 40 mmHg do basal na auséncia de
outras causas
Disfuncdo organica: hipoxemia, insuficiéncia renal aguda, coagulopatia,

plaquetopenia, ileo paralitico e hiperbilirrubinemia

Choque séptico: Hipotensdo mantida ou necessidade de ionotropicos-
vasopressores, a despeito de ressuscitacdo volémica adequada, associadas a
sinais de hipoperfusdo organica (ex.: hiperlactatemia, rebaixamento do nivel de

consciéncia, oliguria)

Sindrome da disfungao de multiplos 6rgaos: Presenca de disfungbes organicas

que impedem a manutengao da homeostase sem intervencao

Fonte: Mendes; Azevedo, Machado, 201431,
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Quadro 2 - Sinais e sintomas relacionados a sepse, elaborado em 2001.

Sepse: infecgdo comprovada ou suspeita e alguns dos seguintes:

Variaveis gerais:

Febre (temperatura central > 38,3 °C)

Hipotermia (temperatura central < 36 °C)

Frequéncia cardiaca > 90 bpm

Estado mental alterado

Edema significativo ou balango hidrico positivo (>20 mL/kg em 24 horas)

Hiperglicemia (> 120 mg/dL na auséncia de diabetes)

Variaveis inflamatérias:

Leucograma com > 12.000 ou < 4.000 céls/mm?3 ou ainda > 10% de neutrofilos
imaturos

Proteina C-reativa > 2 desvios-padrao do valor normal

Procalcitonina > 2 desvios-padrao do valor normal

Variaveis hemodinamicas:

Hipotensao: PA sistélica < 90 mmHg ou PA média < 70 mmHg ou queda > 40
mmHg do basal

Saturacéo venosa central > 70%

indice cardiaco > 3,5 L/min/m?

Variaveis de disfungoes organicas:

Hipoxemia arterial (PA de O:2 /fragao inspirada de Oz < 300)
Oliguria aguda (débito urinario < 0,5 mL/kg/hora por = duas horas)
Aumento da creatinina > 0,5 mg/dL

Alteragdes de coagulagao (INR > 1,5 0u TTPA > 60 s)

fleo (auséncia de ruidos hidroaéreos)

Plaquetopenia (< 100.000 células/mm3)

Hiperbilirrubinemia (bilirrubina total > 4 mg/dL)

Variaveis de perfusao tecidual:
Hiperlactatemia (> 1 mmol)

Tempo de enchimento capilar lentificado ou livedo reticular

Legenda: INR: International Normalised Ratio; PA: presséo arterial; TTPA: tempo de

tromboplastina parcial ativada. Fonte: Mendes; Azevedo, Machado, 20143".
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Em 2016, novas definicdes sobre sepse foram publicadas no The Journal of
the American Medical Association (JAMA)3?. De acordo com este consenso,
chamado de Sepsis-3, a sepse passa a ser considerada como a disfuncdo de
orgaos, com potencial risco de morte, causada por uma resposta desregulada do
hospedeiro frente a infecgdo. Juntamente, a denominagdo de sepse grave, que
servia para identificar a sepse associada a disfungao organica, € extinta; mantém-se
os termos sepse e choque séptico, quando ha hipotensdo refrataria a reposigao
volémica e uso de vasopressores. Os autores recomendam a realizagdo do
diagndstico de disfungado orgéanica por meio do score de avaliagdo sequencial de
faléncia de o6rgaos (quickSOFA, do inglés quick Sequential Organ Failure
Assessment) que analisa frequéncia respiratéria, pressdo sanguinea sistolica e
alteracdes do estado mental.

O diagndstico da sepse, ou de suas condi¢des evolutivas, ocorre com base
nos critérios acima descritos, os quais devem se apresentar de forma aguda e nao
derivados de outras causas conhecidas. Ademais, estes critérios devem ser
utilizados como uma ferramenta dinamica, devido a rapida modificagdo no status de
saude do paciente sob cuidados em ambiente hospitalar3’-33,

Tendo em vista que a presenca do foco infeccioso € um fator imperativo para
o reconhecimento da sepse, considera-se o isolamento do agente microbiolégico o
padrao-ouro como critério diagnostico. Todavia, a realizagéo deste isolamento torna-
se inviavel em algumas circunstédncias, como em uso precedente de
antibioticoterapia, dificuldades para apropriada coleta de amostras ou restricbes
instrumentais. Desta maneira, o diagndstico de sepse pode e deve ser realizado com
base em suspeitas de um processo infeccioso, a fim de que o individuo acometido
possa receber tratamento precoce e impedir a progressdo da doenga®'.

Em se tratando de caracteristicas epidemiolégicas, a incidéncia da sepse
pode variar conforme a metodologia e nomenclatura utilizadas nos estudos®*. Um
levantamento de dados realizado no ano de 1995 em 847 hospitais norte-
americanos apontou 192.980 casos de incidéncia de sepse grave; ap0s ajuste para
idade e género esta incidéncia aumentou para 751.000 casos ao ano, equivalente a
300 casos para cada 100.000 pessoas. Observou-se, além disso, que 51,1% dos
individuos necessitaram de internacdo em UTI e que a taxa de mortalidade nacional
foi de 28,6% dos casos. Neste estudo, houve maior incidéncia de sepse em criangas
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menores de um ano e em idosos, especialmente naqueles com idade superior a 85
anos, além de acometer de forma semelhante homens e mulheres®.

A analise de ocorréncia de sepse em uma amostra representativa de todos
0s hospitais n&o-federais norte-americanos, entre os anos de 1979 e 2000, elencou
a ocorréncia de 660.000 casos de sepse no ano de 2000, o equivalente a 240,4
casos por 100.000 pessoas, sendo que a sepse grave foi diagnosticada em 256.000
destes casos, 0 que significa uma incidéncia de 81 casos para 100.000 pessoas.
Verificou-se que individuos do género masculino e de etnias ndo brancas
apresentaram maior incidéncia da doenga e que 17,9% dos casos morreram em
decorréncia da sepse?®.

Outro estudo norte-americano, conduzido a partir de informagdes
disponibilizadas em base de dados entre os anos de 1993 e 2003, demonstrou a
ocorréncia de 8.403.766 casos de sepse durante o periodo avaliado.
Especificamente no ano de 2003, foi possivel determinar a incidéncia de 391.544
casos de sepse grave (cerca de 134 casos para 100.000 pessoas) e a taxa de
mortalidade em torno de 37%’.

No Brasil, a pesquisa BASES (Brazilian Sepsis Epidemiological Study) foi
conduzida entre maio de 2001 e janeiro de 2002 com 1.383 individuos
diagnosticados com sepse, os quais foram admitidos em trés UTIs paulistas e em
duas unidades catarinenses. Os dados obtidos indicaram elevada incidéncia da
doenca — aproximadamente, 57 casos a cada 1000 atendidos diariamente — além de
altas taxas de mortalidade, em torno de 34% para sepse e 47% para sepse grave®’.

Outro estudo brasileiro, de carater observacional multicéntrico e realizado
com 524 pacientes sépticos admitidos em 21 UTls de hospitais publicos e privados
do Brasil, avaliados no periodo entre outubro de 2003 e margo de 2004, mostrou
uma taxa de mortalidade em torno de 43% e estimou que cada internagédo custou
aos cofres publicos, em média, US$ 9.632,00, o que representou um valor médio
diario de US$ 934,00 por paciente38.

De acordo com o relatorio nacional elaborado pelo Instituto Latino Americano
de Sepse e publicado em julho de 2015, envolvendo individuos sépticos admitidos
em 116 centros de atendimentos desde o ano de 2005, exatamente 27.854 pessoas
foram diagnosticadas com a doenga, com predominancia do género masculino

(51,7%) e individuos entre a fase adulta e idosos (61,1+21,6 anos). Dentre o total
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avaliado, 61% dos individuos apresentaram sepse grave e a taxa de mortalidade

encontrada foi de 43,9%?8.

1.1.2 Fisiopatologia da sepse

A fisiopatologia da sepse envolve a interagdo entre o micro-organismo
infectante e o hospedeiro. Para delimitar esta interagdo, o organismo conta com
defesas imunoldgicas, as quais orquestram harmonicamente as respostas dos
sistemas imunes inato e adquirido. Frente a um microrganismo, as células
integrantes do sistema imune inato (por exemplo, neutréfilos polimorfonucleares,
macrofagos e células dendriticas) iniciardo a resposta imune ao reconhecer, por
meio de receptores de reconhecimento de padrbes (PRRs, do inglés pattern
recognition receptor), estruturas constitutivas da parede celular deste micro-
organismo, como acido lipoteicéico (LTA) e peptideoglicanos, de bactérias Gram-
positivas (exotoxinas), ou lipopolissacarideos (LPS), de bactérias Gram-negativas
(endotoxinas)3%49,

Estas estruturas constitutivas sao denominadas padrbées moleculares
associados a patdégenos (PAMPs, do inglés pathogen-associated molecular pattern)
e podem ser liberadas durante a replicagdo do micro-organismo e/ou em virtude de
sua morte. Ademais, os receptores PRRs também podem reconhecer outros ligantes
derivados de tecidos inflamados, que sado proteinas intracelulares ou mediadores
liberados por células entrando em apoptose. Estes ligantes sdo denomindos padrdes
moleculares associados ao dano (DAMPs, do inglés damage-associated molecular
pattern molecules)*'42,

Os receptores PRRs constituem um grande grupo, entre os quais 0s
membros mais importantes estdo os receptores Toll-like (TLRs, do inglés Toll-like
receptors). Estes receptores localizam-se em regido transmembrana e possuem
dominios extracelulares e citoplasmaticos*3. Até o momento, a literatura aponta o
direto envolvimento de dois receptores TLR com o desenvolvimento da sepse: o
TLR-2 e 0 TLR-4%4,

Durante a sepse ocorre um aumento expressivo de PAMPs e DAMPs
circulantes; assim, ha elevada interacéo entre estes padrdes e os PRRs. A interagao
promove a superestimulagcdo do sistema imunolégico e, consequentemente,

resposta inflamatéria sistémica*'. Didaticamente, descreve-se esta fase inicial como
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a sindrome da resposta inflamatéria sistémica, ou SIRS*. A SIRS é caracterizada
pela ativagado de fatores de transcricdo, como o fator nuclear kappa B (NF-kB) e
proteina quinase ativada por mitégeno (MAPK), os quais estdo envolvidos com a
producdo de mediadores inflamatérios - cytokine storm — por exemplo,
prostaglandinas, leucotrienos, citocinas, quimiocinas e espécies reativas*6—8,

Assim, nesta fase inicial pode-se observar a ocorréncia de severa
desregulagdo de outros sistemas orgénicos como resultado do ambiente pro-
inflamatorio causado pela cytokine storm*'. Para possibilitar o reestabelecimento da
homeostase e a recuperagdo do organismo, inicia-se outra fase para contrarregular
a SIRS, referida como a sindrome da resposta anti-inflamatoria compensatoria
(CARS, do inglés compensatory anti-inflammatory response syndrome). Durante a
CARS ocorrem estimulos para liberagdo de moléculas inibitérias, como citocinas
anti-inflamatdrias, eicosanoides imunomodulatérios e hormonios*%:4°,

Apesar de serem separadamente descritas, as duas fases ocorrem de
maneira paralela. Quando ha um encontro de ambas as fases, acredita-se que o
cenario proé-inflamatério predomine sobre o anti-inflamatério por até quatro dias,
quando entdo a fase anti-inflamatéria passa a agir de maneira mais
contundente?#0:50.51,

A exacerbacdo da resposta inflamatéria leva a alteragbes na circulagao
sistémica, causando vasodilatacdo e hipotensao, alteracées na microcirculagcéo e
disturbios na cascata da coagulagdo. Estes eventos comprometem a homeostase
celular e podem resultar em disfuncdo do SNC, por meio de mecanismos que podem

estar interligados e terem seus efeitos potencializados®?53.

1.1.3 Sistema Nervoso Central e sepse

Os mediadores inflamatérios gerados em decorréncia da sepse podem
prejudicar o funcionamento do SNC por meio de trés vias: a) os sinalizadores
inflamatorios gerados em nivel periférico sdo reconhecidos por receptores no nervo
vago e ativam sinais aferentes, que sao retransmitidos ao nucleo do trato solitario no
tronco encefalico; b) estes sinalizadores inflamatérios podem infiltrar-se no encéfalo
através do plexo coroide e dos o6rgédos circunventriculares, que sao regides
encefalicas deprivadas de barreira hematoencefalica (BHE), reguladoras do sistema

nervoso autbnomo e neuroenddocrino e que expressam componentes do sistema
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imune; e ¢) a produgao de oxido nitrico e citocinas inflamatérias na fase inicial da
sepse ativa as células endoteliais periféricas e cerebrais e estimula a liberagcdo de
mediadores inflamatdrios no SNC, que influenciara a permeabilidade da BHE5*%.

O estimulo de uma destas vias desencadeara a resposta inflamatéria
encefalica e envolvera a ativagao das células microgliais. As microglias séo células
do sistema imune residentes no SNC e, normalmente, permanecem em um estado
de vigilancia imune. Entrentato, em situacbes de lesdo cerebral ou estimulo
imunologico, estas células mudam para o estado ativado®-%8 o que pode ser
verificado pelo aumento na expressao de molécula adaptadora de ligagao ao calcio
ionizado 1 (Iba1, do inglés ionized calcium-binding adapter molecule 1)°%%°, além de
diferentes subtipos de receptores TLR. Assim como ocorre perifericamente, ligantes
como PAMPs e DAMPs conectam-se aos receptores e ha a geragado de resposta
inflamatoria®’-62,

As microglias sao capazes de sintetizar diversos compostos pré-
inflamatorios e potencialmente neurotoxicos, como 6xido nitrico, espécies reativas
como superdxido, citocinas inflamatérias como TNF-a e IL-1B, e eicosanoides®'63-65,
Certamente, esta resposta inflamatéria é crucial para a recuperacdo do SNC,;
todavia, a resposta inflamatéria adquire um carater nocivo ao prolongar-se, tendo em
vista que estimulara danos secundarios as células nervosas e exacerbara a
ocorréncia de lesdes estruturais, morte celular e disfungdo neurologica®’.%6. Ademais,
este processo retroalimenta a alteracdo na permeabilidade da BHE, o que propicia a

recorrente ocorréncia de dano ao sistema nervoso e disfungéo deste 6rgao®*.

1.1.3.1 Barreira Hematoencefalica

A BHE consiste em uma complexa estrutura, passiva e ativa, que circunda
os microvasos encefalicos e protege o SNC contra a exposicdo a compostos
potencialmente tdéxicos®”, ou seja, ela facilita a troca de nutrientes e outros
compostos entre o encéfalo e o sangue, colaborando para a manutengdo de um
ambiente extracelular favoravel para a fungdo neuronal®®. A BHE possui reduzida
permeabilidade passiva para inumeros nutrientes hidrossoluveis e metabdlitos
essenciais para o tecido nervoso; contudo, apresenta sistemas de transporte
especificos que garantem o suprimento de tais substancias, além de canais iGnicos e

transportadores que propiciam a funcéo de sinalizagdo sinaptica®®.
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Esta barreira reveste praticamente todas as regides do encéfalo, exceto em
locais que regulam o sistema nervoso autdbnomo e glandulas enddcrinas, ja que
nestas estruturas a difus&do de moléculas do sangue por meio da parede do vaso €&
imprescindivel”®. Estas estruturas com auséncia de BHE localizam-se
estrategicamente no meio do sistema ventricular, por isso recebem o nome de
orgdos circunventriculares (CVOs, do inglés circumventricular organs)’"-"2.

A estrutura juncional paracelular compdée a BHE, a qual inclui trés
importantes componentes adesivos — adherens junctions (AJ), gap junctions (GJ) e
tight junctions (TJ) — ao passo que a matriz extracelular conecta a membrana basal
com células endoteliais, astrocitos, pericitos, microglias, € o neurbnio em si,
formando a unidade neurovascular’374.

As AJ mediam o contato entre as células endoteliais, sendo representadas
principalmente pela caderina-VE (vascular endotelial), uma molécula de adesao
transmembrana que regula a permeabilidade vascular, induz o selamento do espacgo
paracelular e protege as células contra a apoptose. As GJ permitem a comunicagao
intercelular ao formar aglomerados de canais que as ligam, possibilitando a
passagem de pequenas moléculas. Sao representadas por proteinas da familia
conexina’®’. As TJ compreendem diferentes componentes proteicos, como
ocludinas, claudinas, zonula occludens (ZO) e moléculas de ades&o juncional
(JAM)”7. A ZO consiste em uma proteina de ancoragem que interage com
componentes intracelulares. As moléculas JAM atuam como sinalizadoras para
proteinas do citoesqueleto celular e organizadoras da TJ’6. Ja as claudinas e
ocludinas parecem desempenhar papéis determinantes: aparentemente, as
claudinas ocupam espacgo primario na manutengdo da permeabilidade, ja que a
auséncia do subtipo 5 compromete profundamente a permeabilidade; as ocludinas
cabe o papel de suporte estrutural’®.

Apesar da ampla diversidade de estruturas que a compde, a integridade da
BHE apresenta consideravel dependéncia das TJ. Ou seja, se determinado processo
altera a justaposicdo destas proteinas, moléculas neurotdxicas terdo passagem
facilitada para ultrapassar os limites antes impostos por esta barreira fisica®869.77,

A disfuncdo da BHE é considerada o evento inicial na patogénese de
diversas doencas do SNC’. Na sepse, este processo pode iniciar-se em
decorréncia do estimulo em uma das trés vias anteriormente descritas e dos

produtos inflamatérios gerados. Assim, a literatura descreve que o estresse oxidativo
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e a inflamacgao sistémica sao dois importantes mediadores da perda de integridade
na BHE em individuos sépticos®81,

O estresse oxidativo favorece o estado proé-inflamatoério devido a capacidade
de causar lesdo endotelial, estimular a liberagcdo de citocinas e fatores quimiotaticos
para atragdo de neutrdfilos, além de prejudicar a fungdo mitocondrial®?. Ainda,
ocasiona dano oxidativo a moléculas celulares, como lipideos, proteinas e DNA,
ativam metaloproteinases de matriz (MMPs, do inglés matrix metalloproteinases) e
alteram a conformagao de proteinas das TJ, que resultara em dano tecidual e a
BHE®3.

A producido de mediadores inflamatérios — em decorréncia da elevagao na
concentracdo de espécies reativas, ou em virtude do processo inflamatério per se —
induz a atracao de células do sistema imune, como neutrdfilos, para o encéfalo apos
o inicio da lesdo a BHE?. Ou seja, durante a evolugdo do quadro séptico, os
neutréfilos podem ser ativados, aderirem ao endotélio vascular e migrar para o SNC.
Estas células sdo cruciais para a resposta imune inata devido a elevada eficiéncia
em degradar bactérias por meio de proteases e espécies reativas®.

No entanto, evidéncias demonstram alteragdes nas funcdes dos neutrdfilos
durante a sepse, implicando em redugao no processo de migragao destas células ao
foco infeccioso e insuficiente resposta antimicrobiana®. Também sao visualizados
acumulos de neutrofilos em 6érgéos vitais, envolvidos em dano tecidual e faléncia de
multiplos 6rgaos®-8’. Sabe-se que o 6xido nitrico — e as enzimas que o sintetizam,
assim como as espécies reativas formadas a partir dele — influenciam a migracgéo e
adesao dos neutrofilos no endotélio, ja que diminuem a expressdo de moléculas de
ades3o necessarias para este processo?88,

O quadro inflamatério também exerce influéncia sobre as MMPs8°, As MMPs
consistem em enzimas proteoliticas envolvidas na degradacédo e remodelamento da
matriz extracelular e de proteinas da membrana basal da BHE®®. Fatores de
crescimento, agentes quimicos, estresse fisico, produtos da oncogénese e citocinas
(TNF-a e IL-1B, por exemplo) podem induzir a expressdo génica de MMPs®'. Na
sepse, as metaloproteinases tipo 2 e 9 apresentam-se superestimuladas e podem
desfazer as jung¢des que interligam as células endoteliais da BHE 24 horas apdés o
inicio do quadro séptico’?, levando a alteragdo na permeabilidade desta barreira.

A integridade da BHE e, por conseguinte, do SNC, possui relagdo com o

aprendizado e a memoria®®. O fator neurotréfico derivado do cérebro (BDNF, do
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inglés brain-derived neurotrophic fator) € o fator neurotréfico com maior distribuigao
no encéfalo — particularmente, no hipocampo — e regula a sobrevivéncia neuronal,
velocidade de transmissdo sinaptica e plasticidade sinaptica dependente de
atividade®. Além disso, em razdo de sua capacidade em promover a diferenciacdo
de determinados subtipos de neurbnios, acredita-se que o BDNF possa transformar
alteracbes funcionais em estruturais, tanto durante as fases de desenvolvimento
encefalico, quanto em consequéncia de mudanca na atividade neuronal®.

Estudos que avaliaram a influéncia de inflamagdo das meninges por
pneumococos sobre o SNC demonstraram que o0s animais sobreviventes
apresentaram prejuizos na memoria e aprendizado, e estes achados estiveram
correlacionados com reducgao nos niveis de BDNF no hipocampo?-28, Além disso, o
aumento nas concentragdes sanguineas de LPS durante o processo infeccioso pode
favorecer a ocorréncia destes prejuizos, ja que este componente derivado da parede
de bactérias gram-negativas pode inibir a produgéo de fatores neurotroficos®1% e

prejudicar a cognigéo!.

1.1.3.2 Encefalopatia associada a sepse

Durante a sepse, 0 SNC é um dos primeiros sistemas a ser afetado, e isto se
manifesta como encefalopatia associada a sepse (EAS) ou delirium associado a
sepse (DAS)'2. A EAS é um disturbio neurolégico agudo, difuso e reversivel,
quando nio ha faléncia de drgdos, hipoxia ou outra causa identificavel®103, A
prevaléncia da EAS apresenta ampla variagdo em virtude da metodologia de
detecgdo empregada, mas estima-se que entre 8% e 70% dos individuos internados
com sepse em unidades de terapia intensiva apresentem esta encefalopatia,
inclusive nas fases iniciais da sepse03.104,

A EAS manifesta-se como uma lentificagdo no processamento cognitivo,
delirium (alteragao cognitiva aguda na capacidade de atengdo, memdria, orientacéo,
percepgado, entre outros) ou coma'®. Apesar destes sintomas serem transitorios,
evidéncias indicam a ocorréncia de danos cognitivos persistentes em longo prazo,
ou seja, as complicagbes neuroldgicas decorrentes da sepse podem acarretar em
prejuizos funcionais, redugéo na qualidade de vida e elevada mortalidade'®.

Em humanos, um estudo avaliou 25 individuos sépticos entre seis e 24
meses apoOs a alta hospitalar e demonstrou a ocorréncia de déficit cognitivo na
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atencao, fluéncia e memdria verbal e funcbes executivas, bem como reducdo no
volume do hipocampo’®. A avaliacdo de uma coorte prospectiva com 1194
individuos, oito anos apds a completa recuperagdo de sepse, apontou déficit
cognitivo global em 16,7% dos entrevistados, os quais também apresentaram
significativos prejuizos funcionais associados'?”.

O hipocampo possui elevada vulnerabilidade aos efeitos produzidos pela
isquemia, anoxia e inflamacao'®®. Sabe-se que o LPS estimula o aumento no
numero de macrofagos e células microgliais perivasculares, que estédo relacionadas
com o aumento na producido de citocinas pro-inflamatdérias e 6xido nitrico e, por
consequéncia, dano neuronal, inibicdo da neurogénese e reducdo da fungéo
hipocampal 09110,

No entanto, o tecido cortical também encontra-se susceptivel a efeitos
deletérios promovidos por processos inflamatorios, de estresse oxidativo e
infecciosos''!. O cortex pré-frontal apresenta envolvimento critico com a flexibilidade
cognitiva, tendo em vista que esta regido interage com outras areas, como a
amigdala e o hipocampo, para regular respostas condicionadas ao medo e
comportamentos exploratérios em ambientes que estimulem a ansiedade’?. Em
estudos com animais € possivel observar comprometimento cognitivo por meio de
testes comportamentais. Em um modelo de sepse induzida por ligagcédo e perfuragao
cecal (CLP, do inglés cecal ligation and puncture), observou-se que os animais
sobreviventes apresentaram prejuizos no aprendizado e nas memorias espacial e
aversiva 10 dias apos a inducao®''3, sendo persistentes por até 30 dias, periodo em
que o animal encontra-se completamente recuperado da sindrome séptica*14.

Sabe-se que o dano oxidativo e a inflamagdo ocorrem rapidamente no
cérebro apos o inicio da sepse, e que as alteragdes cognitivas surgem em longo
prazo, mesmo apds a resolucdo do quadro oxidativo e inflamatorio'92115, Estas
alteracdes podem decorrer, ao menos parcialmente, do estresse oxidativo, tendo em
vista que sobreviventes apresentam marcadores de dano oxidativo em algumas
regides do encéfalo'®, redugdo nas concentragdes de neurotrofinas (por exemplo,
BDNF) e no peso do hipocampo apds a sepse'?, e que intervengdes terapéuticas
que visam reduzir estresse oxidativo estao relacionadas com a prevencao de déficits
cognitivos. O uso de n-acetilcisteina e deferoxamina em modelo animal de sepse

comprova esta relagégo'16.117,
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1.1.4 Estresse oxidativo na sepse

O termo radical livre é usado para designar qualquer atomo ou molécula que
contém um ou mais elétrons desemparelhados''®'?'. Podem ser formados pela
perda de um elétron de um n&o-radical ou no caso do rompimento de uma ligagao
covalente, caso cada um dos atomos envolvidos fiquem com um elétron'?2. Em
pesquisas biolégicas o termo “radicais livres” € comumente substituido pelo termo
“‘Espécies Reativas de Oxigénio” (ERO) para facilitar a compreensdo, dada a sua
natureza mais abrangente’?3.

Em condi¢gbes aerdbicas, mais de 90% do oxigénio é convertido em agua
pela enzima citocromo oxidase na cadeia transportadora de elétrons, por meio de
um mecanismo de quatro elétrons, sem que haja liberacdo de espécies reativas. O
produto desta reagcdo é a geragdo de ATP por meio da fosforilagdo oxidativa. Ja o
oxigénio restante, menos que 10%, é reduzido por meio de vias sucessivas de um
elétron ao radical anion superéoxido (O2™), seguido por nova redugéo e recebimento
de dois protons para formar o peroxido de hidrogénio (H202)%4.

O H202 ndo é um radical livre, mas € mais ativo quimicamente que o Oz e
possui elevada facilidade para difusdo através das membranas celulares, por isso é
considerado uma ERO'5, Na sequéncia de reagdes, o H202 recebe outro elétron e
pode torna-se o radical hidroxil (HO") e o anion hidroxil (OH"). Por fim, o radical
hidroxila reage com mais um elétron e proton para formar uma molécula de agua’?.
Desta maneira, Oz, H202 e HO® sdo considerados ERO, mas apenas Oz~ e HO*
podem ser chamados de radicais livres.

A dismutacado de espécies reativas pode ocorrer na mitocondria, e que na
matriz mitocondrial estdo co-localizados metais importantes para o apropriado
funcionamento de enzimas antioxidantes, o H202 gerado a partir da dismutacédo do
O2" pode reagir com o ferro (Fe?*), processo este chamado de Reacgéo de Fenton. O
produto desta reacdo sera a formagao de HO'. Essa ndo € a unica forma de geragao
de radical HO’, pois também pode ser gerado por meio da reagéo de Haber-Weiss,
onde o HO® é formado apds a redugao do H202 mediante a transferéncia de um
elétron do ion superoxido na presenca de ions de metais cataliticos'20.127-129 A
geracdo enddégena de espécies reativas, todavia, também pode acontecer nos
peroxissomos, em células inflamatérias ativadas e por meio do metabolismo do

citocromo P4501"30,
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Além das ERO, existem também aquelas originadas a partir da oxidagéo do
nitrogénio, as espécies reativas de nitrogénio (ERN), dentre as quais estdo o 6xido
nitrico  (NO), anion peroxinitrito (ONOO~), &nion nitrosoperoxicarbonato
(ONOOCOz27), acido peroxinitroso (ONOOH), cation nitrénio (NO2") e trioxido
dinitrogénio (N203)131.132,

O NO é gerado apés a converséao de L-arginina a L-citrulina sob a agédo das
trés isoformas da enzima oxido nitrico sintase (NOS)'?°. Fisiologicamente, exerce
fungdes importantes, como regulagédo da peristalse, modulagado da pressao arterial,
controle do sistema imune, memoria e aprendizado'33. Entretanto, em determinadas
circunstancias, a ativagdo da enzima NOS induzivel (iNOS) nos macréfagos,
neutrofilos ativados e astrécitos, por exemplo, estimula a produgao constante de NO
em quantidades micromolares, o que leva ao dano tecidual'32,

Em virtude da elevada capacidade de difusdao entre tecidos por meio de
eritrocitos, o NO pode ser rapidamente removido ao reagir com a hemoglobina e
converter-se a nitrato. No entanto, quando o anion O2~ e o NO s&o sintetizados em
locais muito préximos, ocorrera a combinagao espontanea de ambos para formar
ONOO~ em reacgao difusao-limitada, sem a dependéncia enzimatica, ja que nenhuma
enzima consegue catalizar reagcdes em tal velocidade'34.

A producao de espécies reativas, radicalares ou nao, é parte fundamental da
homeostase organica, tendo em vista que estes compostos desempenham fungdes
bioldgicas relevantes%'36  Por exemplo, envolvem-se com o processo de
fagocitose, regulacdo do crescimento celular, ativacdo de genes, sinalizagao
intercelular e modulagdo do sistema imune'?137.138  Sendo assim, a completa
erradicacao destas espécies reativas € inviavel e incompativel com a manutencéo da
vida celular, ja que a cadeia transportadora de elétrons na mitocondria, o reticulo
endoplasmatico e o complexo NADPH oxidase sao os principais componentes
intracelulares a produzirem naturalmente consideraveis quantidades de espécies
reativas'®.

Para manter a homeostase organica, ou balango redox, o organismo dispde
de um complexo sistema de defesa antioxidante, definido como qualquer substancia
que, mesmo presente em baixas concentragdes em relacdo ao substrato oxidavel,
pode retardar ou prevenir a oxidagdo desse substrato de forma significativa'é. Desta

maneira, o sistema compreende compostos enzimaticos (superoxido dismutase,
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catalase e glutationa peroxidase) e nao-enzimaticos (vitaminas, minerais e
bioflavondides, dentre outros)'40.141,

De forma didatica, as enzimas antioxidantes s&o consideradas as frentes de
atuacao primaria, capazes de prevenir a formacao de espécies reativas ao remover
0S precursores, ou ao inibi-la catalisticamente. Ja os nutrientes com acgao
antioxidante atuam secundariamente, pois reagem com as espécies reativas ja
formadas para remové-las ou inibi-las42.

A enzima superoxido dismutase (SOD) compreende um conjunto de trés
principais isoformas, diferenciadas basicamente pelo local de expressao e pelo metal
que as compode. Dentre as SOD formadas por cobre e zinco encontram-se a CuZn-
SOD (SOD1), presente em compartimentos citoplasmaticos intracelulares, e a EC-
SOD (SOD3), visualizada em elementos extracelulares™3. A terceira isoforma
compreende a SOD composta por manganés, Mn-SOD (SOD2), que pode ser
encontrada na mitocondria'*4. Independentemente da isoforma, a funcdo da SOD é
promover cataliticamente a dismutagdo do Oz a H202 (Figura 1), permitindo que as

demais enzimas do complexo possam fazer posterior transformagéo a agua'®.

Figura 1 — Reagao de dismutagao do O2" pela enzima superdxido dismutase.

20, + 2H—>2— H.0,

Fonte: Adaptado de Schneider & Oliveira, 2004.

A catalase (CAT) é uma heme enzima contendo um grupo prostético com
Fel) em seu centro redox'®. No ciclo de atividade antioxidante, a CAT atua
catalizando a decomposigdo do H202 a oxigénio e agua (Figura 2)'%6. Esta enzima

pode ser encontrada em maiores concentragdes no figado, rins e eritrocitos™’.

Figura 2 — Reagao de decomposi¢cédo do H202 pela enzima catalase.

HO, +H,0, ¢ 4 0,+2H,0

Fonte: Adaptado de Schneider e de Oliveira, 200440,
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A glutationa peroxidase (GPx) € uma enzima selénio-dependente que possui
atividade de peroxidase, ou seja, catalisa a redugdo do peréxido de hidrogénio a
oxigénio e agua, como a CAT, na presenca de glutationa reduzida (GSH) (Figura
3)148.149 Esta glutationa no estado oxidado sera reduzida pela agdo da GSH
redutase, na presenca de NADPH, para entdo retornar a sua forma regenerada e
proporcionar um novo ciclo de acdo para a GPx'. Além disso, pode reduzir

lipoperoxidos a respectivos alcoois, prevenindo o dano oxidativo em membranas'®’.

Figura 3 — Reacgao de decomposi¢cao do H202 pela enzima glutationa peroxidase.

2GSH + H,0, _ GPx . GSSG + 2H,0

Fonte: Adaptado de Schneider e de Oliveira, 200440,

A producgao de espécies reativas e a degradacdo das mesmas pelo sistema
de defesa antioxidante ocorre naturalmente, em prol da homeostase e reparos
celulares’?. Contudo, situagdes especificas podem inviabilizar este estado redox: a)
aumento das concentragbes de compostos enddgenos e exdgenos que se
autoxidam juntamente com a producdo de espécies reativas; b) deplecdo de
reservas de antioxidantes ndo-enzimaticos; c) inativacdo de enzimas antioxidantes;
d) reducdo na sintese de enzimas antioxidantes; e) combinagdo de dois ou mais
destes fatores'2. Assim, instala-se um quadro de estresse oxidativo, denominado
por uma situagdo em que a geragcdao de espécies reativas se apresenta
transitoriamente ou cronicamente elevada, prejudicando o metabolismo e a
regulacgao celular’36:153,

A resolucdo do quadro de estresse oxidativo € essencial para a restauragao
do estado redox e, consequentemente, adequacéo das fungdes organicas porque a
membrana fosfolipidica é um dos principais componentes estruturais atingidos pelas
espécies reativas, ocasionando a peroxidagdo lipidica e prejudicando a
permeabilidade celular. Posteriormente, se estas espécies ndo forem combatidas, o
dano podera se estender a proteinas, as quais sofrerdo modificacbes
conformacionais e funcionais. Por fim, o dano pode propagar-se até o nucleo celular,
danificando o DNA e dificultando os mecanismos de reparacdo'?'-1%4. Ainda, os

efeitos proé-inflamatorios promovidos pelas espécies reativas incluem lesao
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endotelial, geragao de fatores quimiotaticos, recrutamento de neutréfilos, liberagéao
de citocinas e dano mitocondrial'’1%51% sendo este cenario favoravel para um
acumulo de espécies reativas e o desequilibrio antioxidante.

O estresse oxidativo e os danos decorrentes estdo fisiopatologicamente
intrincados com o desenvolvimento de algumas condigdes, dentre elas a sepse € a
decorrente disfungdo cerebral*. Estudos prévios apontaram o desequilibrio entre a
atividade das enzimas antioxidantes SOD e CAT e a ocorréncia de dano oxidativo
em orgaos como pulmao, diafragma, coragéo, figado e rins, apds a indugédo de
sepse em ratos Wistar’™®” 1% No SNC, este desequilibrio também pode ser
visualizado ja nas seis horas iniciais da sepse, em especial no hipocampo'®. Os
danos oxidativos ao SNC, no entanto, podem persistir por até 10 dias apds sepse
experimental em ratos'2.

O uso de terapias antioxidantes tem se mostrado promissor, tendo em vista
que a administracdo de n-acetilcisteina e deferoxamina preveniu o estresse
oxidativo, o infiltrado de neutréfilos e a disfungdo mitocondrial, além de elevar a
sobrevivéncia''® e prevenir o dano cognitivo em longo prazo''” em modelo animal de
sepse. Ja o consumo de acido lipoico preveniu o estresse oxidativo e a inflamagao

no figado e rim de ratos submetidos a indug&o de sepse por CLP?',

1.1.5 Possibilidades terapéuticas na sepse

O estudo sobre sepse nos ultimos anos proporcionou o melhor entendimento
acerca da fisiopatologia desta sindrome. Apesar do elevado investimento financeiro,
a mortalidade decorrente da sepse ainda apresenta-se em altos indices e os
resultados terapéuticos continuam insuficientes'?; assim, a abordagem terapéutica
da sepse permanece predominantemente de suporte 60161,

Como estratégia fundamental de tratamento da sepse, busca-se ofertar o
suporte metabodlico e cardiorrespiratério para a manutencdo da vida, até a
recuperacdo do individuo'®2, bem como a administragdo de antibidticos para o
controle do agente infeccioso, reposi¢cao de fluidos e agentes vasopressores,
ventilagdo mecénica e remissdo da febre'®3. Em relagdo a novas abordagens,
terapias para neutralizar os componentes da parede celular bacteriana, para

modular a resposta imediata do hospedeiro ou com a utilizagdo de inibidores da



37

enzima NOS demonstraram efeitos controversos e necessitam de
aprofundamento64,

Desta maneira, surge a necessidade de desenvolver novas terapias que
atuem em diferentes e importantes fatores causais da sindrome séptica, como o
estresse oxidativo e a inflamagdo. Além disso, terapias associadas podem
apresentar efeitos complementares, o que intensifica a necessidade de avaliagao.
Neste contexto, nutracéuticos sdo opgdes viaveis para a aplicacdo na pratica clinica
em UTI, devido ao baixo custo financeiro e possibilidade de administragdo por vias

comumente utilizadas para a oferta nutricional do individuo hospitalizado.

1.1.5.1 Tratamento da sepse: nutracéuticos

Para fins de elucidacéo didatica, torna-se necessario introduzir o conceito de

7

nutracéutico. Criada em 1989 por Stephen DeFelice, o termo é composto pela

aglutinagéo das palavras “nutrigdo” e “farmacéutico”'®%. Segundo este autor:
“‘Um nutracéutico é qualquer alimento, ou parte dele, que proporciona
beneficios médicos e de saude, incluindo a prevengao e ou tratamento de
doengas. Estes produtos podem incluir nutrientes isolados, suplementos
dietéticos e dietas especificas, bem como alimentos beneficamente
projetados e fabricados, produtos herbais e alimentos processados, como
cereais, sopas e bebidas” (DeFelice, 1989, apud Kalra, 2003).

ApoOs esta definicdo, diversos orgaos regulamentadores internacionais
propuseram outras classificacbes para nutracéuticos, ainda sem sucesso. Em uma
revisdo de literatura, Gonzdalez-Sarrias et al. (2013)'%® elencam os conceitos
elaborados desde a origem do termo e seus pontos criticos. Ndo obstante, os

pesquisadores também sugerem uma nova defini¢do:
“Nutracéutico é um tipo de suplemento dietético e ndo uma propriedade ou
valor. Sdo produtos que entregam uma forma concentrada (extrato,
compostos purificados ou combinagbes) de agente(s) bioativo(s), nutriente
ou ndo-nutriente, mas de origem alimentar (‘nutra-‘) em uma dose que deve
exceder aquela obtida a partir de alimentos em uma dieta balanceada.
Nutracéuticos sao utilizados com o propédsito de melhorar a saude (‘-
céutico’) e bem-estar de uma perspectiva fisiolégica ou psicolégica, com
reivindicagdes especificas além do requerimento nutricional convencional

(para prevenir, postergar ou melhorar doengas, ou para complementacéo
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farmacoldgica de tratamentos sob supervisdo médica, mas nao para curar

patologias)” (Gonzalez-Sarrias et al. (2013).

Alguns nutracéuticos tém propriedades antioxidantes e anti-inflamatérias,
tais como o acido a-lipoico e o dleo de peixe rico em acidos graxos w-3,

respectivamente, os quais serao descritos a seguir.
1.1.5.1.1 Acido a-lipdico

O acido a-lipoico (ALA), ou acido tioico, ou 1,2-dithiolane-3-pentanoic acid, é
um composto antioxidante do tipo diltiol de ocorréncia celular natural'®”-68, Sua
estrutura é composta por um carbono quiral e uma cadeia de oito carbonos contendo
um anel tiolano com ponte dissulfeto entre os carbonos 6 e 8. Ele pode se
apresentar sob a forma dos enantibmeros R-(+), a forma de ocorréncia natural, ou S-

(-), a forma sintética (Figura 4)169.170,

Figura 4 — Enantibmeros do acido a-lipoico.

(-Y\/VCDOH

535 (R} Acido Lipoico

$ (8} Acido Lipoico

Fonte: Adaptado de Shay et al., 200971,

Apds ingerido, o ALA apresenta rapida absorgado e meia-vida de 0,56 horas,
atingindo pico maximo plasmatico entre 10 e 45 minutos'’2. Apds absorvidos pelos
enterdcitos, os enantiomeros de ALA s&o convertidos a acido dihidrolipoico (DHLA,
do inglés dihydrolipoic acid) pelas enzimas citosdlicas GSH redutase e tioredoxina
redutase e a enzima mitocondrial E3, as custas de NADPH. Tanto o ALA, quanto o
DHLA, podem ser encontrados em diversos tecidos corporais quando ingeridos,
sendo o catabolismo do ALA predominantemente decorrente da [3-oxidagcdo de sua

cadeia lateral’”3, enquanto que a sua metabolizagdo ocorre principalmente no figado
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e a excregdo pelo trato urinario?®'%7. Os principais metabdlitos encontrados em
amostras de urina de seres humanos foram os acidos 4,6-dimetiltiohexanoico, 6,8-
dimetiltiooctanoico e 2,4-dimetiltiobutanoico’"*.

Este composto desempenha duas principais fungbes no organismo.
Inicialmente, o ALA ¢é reconhecidamente um cofator essencial para complexos
enzimaticos mitocondriais associados ao ciclo do acido citrico e a geragao de
adenosina trifosfato (ATP)'"5-77. Posteriormente, é denominado como antioxidante
universal, pois pode atuar em ambientes aquosos ou lipofilicos, meios intracelular ou
extracelular, tanto em sua forma oxidada (ALA), quando reduzida (DHLA)'’8. E
também extremamente eficaz em eliminar espécies reativas e incrementar o status
antioxidante orgénico, ao estimular a absorgdo de substancias antioxidantes de
origem dietética, bem como elevar a producdo endogena de enzimas
antioxidantes'’®, o que o faz ser estudado em condi¢des que envolvem a ocorréncia
de estresse oxidativo?0180-182,

Além disso, este antioxidante é capaz de ultrapassar rapidamente a BHE 3,
otimizar sua fung&o e atenuar o processo inflamatério em nivel sistémico e central'®,
ja que inibe a produgdo de citocinas pro-inflamatdrias'. Por este motivo, tem sido
avaliado também em situacdes de lesao cerebral.

Em um modelo de criolesdo cerebral, ratos Wistar foram tratados
diariamente, durante sete dias, com doses de 100 mg/kg de ALA
intraperitonealmente. Foi observado que a administragdo de ALA estimula o
surgimento de células fagociticas ao local lesionado, o que favorece a resposta
imune para restauragdo tecidual, além de favorecer a integridade da BHE'®.
Também normaliza a ativagdo de astrocitos/microglia e as concentragdes de
glutationa’®’.

Em um modelo experimental de encefalomielite alérgica induzido em ratos
Lewis verificou-se que a administragdo subcutanea diaria de 100 mg/kg de ALA,
iniciada seis dias apos a inducdo e mantida por 16 dias, foi capaz de prevenir a
infiltracdo de mondcitos no SNC e a alteragdo na permeabilidade da BHE 8,

Tem-se investigado a aplicagdo do ALA em casos de doengas
neurodegenativas, como Alzheimer e Parkinson'8®, Pesquisadores apontam que a
ingestdo de ALA, na concentragdo de 0,1% na dieta animal, pode reduzir
significativamente o déficit de memodria hipocampo-dependente, sem afetar as

concentragdes de B-amiloide, em modelo de Alzheimer utilizando animais Tg2576"%°,
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A administragdo subcutanea de 100 mg/kg de ALA reverteu o quadro de estresse
oxidativo e melhorou a cognicdo em animais SAMP8, outro modelo animal da
doencga’™'. O uso de ALA, na dose de 25 mg/kg/dia, também parece reverter os
danos em memdria e aprendizado em modelo animal de neurotoxicidade induzida
por aluminio (AICI3)'68,

Na sepse, o ALA também apresenta resultados promissores. Em ratos, a
administracdo oral de acido lipoico, na dose de 200 mg/kg, imediatamente apds a
inducdo de sepse por CLP, promoveu reducdo nas concentragdes de citocinas
inflamatorias ao suprimir a expressao génica de NF-kB, melhorou a fungao renal,
além de elevar a taxa de sobrevida'®2, Achados semelhantes foram encontrados por
Petronilho et al. (2015)?", onde foi verificado que a administragcdo de 200 mg/kg de
ALA, imediatamente apds a cirurgia de indugdo por CLP, reduziu marcadores
inflamatdrios e de estresse oxidativo no rim e figado de ratos Wistar. Ja em modelo
de endotoxemia por LPS, a administracao de ALA (100 mg/kg) foi capaz de prevenir
a ocorréncia de disfuncdo mitocondrial e de estresse oxidativo nos tecidos hepatico,
cardiaco e do diafragma’®.

Entretanto, avaliacbes dos efeitos do ALA sobre a fungao cerebral na sepse
sao escassas. Até o momento, encontra-se disponivel apenas um estudo, no qual se
investigou o efeito da administragao intravenosa de ALA, na dose de 60 mg/kg, em
um modelo de endotoxemia por LPS em ratos Wistar. Os autores demonstraram a
eficacia do acido a-lipoico em reduzir marcadores de dano oxidativo no cérebro
total’®*. Em modelos de sepse polimicrobiana, todavia, ndo se tem conhecimento do
papel desempenhado pelo ALA sobre o desequilibrio entre o dano oxidativo e
enzimas antioxidantes em estrututas cerebrais, como o hipocampo e cortex pre-

frontal, e a sua relagdo com a alteracdo da memoaria.

1.1.5.1.2 Oleo de peixe: w-3

O acido graxo w-3 pertence a familia dos acidos graxos poli-insaturados
(AGPI) e recebe esta denominagdo em virtude da posicdo em que se encontra a
dupla ligagdo mais proxima ao terminal metila da cadeia acila'®. De uma forma
simplista, quando citamos “w-3” referimo-nos ao acido a-linolénico (ALA; 18:3 w-3),
o qual possui uma cadeia hidrocarbonada com 18 carbonos e a ultima dupla ligagéo

entre os carbonos 3 e 4 a partir do grupamento metil'®. E importante ressaltar que
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os AGPI w-3 compartilham aspectos metabdlicos com outro acido pertencente a
mesma familia, porém com atuacédo oposta: o AGPI w-6, nomeado como acido
linoleico (AL; 18:2 w-6)'%".

Os acidos ALA e AL sao considerados essenciais, pois nao podem ser
sintetizados pelo organismo dos mamiferos devido a auséncia das enzimas
dessaturase A12 e A15, enquanto que plantas possuem tal capacidade'®®19°, As
algas marinhas do fitoplancton conseguem gerar e elongar o ALA; considerando a
cadeia alimentar, peixes que habitam aguas frias se alimentam destas algas e,
assim, enriquecem-se com acidos graxos w-3. Desta maneira, o 6leo de peixe € um
produto obtido a partir do processamento industrial da carne de peixes gordurosos
ou do figado de peixes magros. Espécies como salmao, atum, arenque, cavala,
sardinha e bacalhau costumam ser op¢cdes com elevadas concentragcbes de acidos
graxos w-3 e, consequentemente, utilizadas para a extragao de 6leo’%82%,

Além das algas e, por consequéncia, peixes marinhos, é possivel encontrar
ALA e AL em outras plantas. As fontes vegetais de ALA incluem folhas verdes,
sementes oleaginosas, semente de linhaca, mostarda e oleo de soja. As fontes
vegetais de AL também incluem sementes oleaginosas, além de sementes de
abdbora e 6leos vegetais derivados de algodao, milho, girassol, soja e canola®®'.

Os mamiferos, no entanto, podem gerar outros acidos graxos de maior
cadeia carbbnica a partir do ALA e AL, ja que produzem a enzima-chave para a
dessaturagao e elongagao de acidos graxos, a A-6-dessaturase. Desta maneira, o
organismo é capaz de gerar AGPI de cadeia muito longa (AGPCML) a partir do ALA,
que sao os acidos eicosapentaenoico (EPA; 20:5 w-3) e docosahexaenoico (DHA
22:6 w-3), enquanto que a partir do AL origina-se o acido araquidénico (ARA; 20:4
w-6) (Figura 5)202:203,
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Figura 5 — Via bioquimica de interconversao dos acidos graxos w-6 e w-3.

w-6 w-3
18:2 (LA) 18:3 (ALA)
¢ A6-desaturase ¢
18:3 (GLA) 18-4
¢ elongase ¢
eicosanoides «— 20:3 (DGLA) 20:4
A5-desaturase *‘
eicosanoides «— 20:4 (ARA) 20:5 (EPA) — cicosanoides, resolvinas
elongase
22:4 22:5 (DPA)
* elongase ,L
24:4 24:5
¢ A6-desaturase
24:5 24:6
¢ peroxissomo y;
22:5 (DPA) 22:6 (DHA) —» resolvinas

Legenda: LA &cido linoleico; GLA acido gama-linolénico; DGLA &cido di-homo-gamalinolénico; ARA
acido araquidénico; DPA acido docosapentaendico; ALA acido a-linolénico; EPA acido
eicosapentaenoico; DHA acido docosaexaendico. Fonte: Adaptado de Arterburn, Hall e Oken,
2006200,

Assim, entende-se que estes acidos compartiham a enzima A-6-
dessaturase e, consequentemente, competem pela mesma via metabdlica. Esta
enzima possui maior afinidade pelo ALA, contudo a ingestdo de AL em elevadas
concentragdes pode reduzir drasticamente a conversdo do ALA em EPA e DHA2%4,

E possivel sintetizar pequenas quantidades de EPA e DHA a partir do ALA
presente nos alimentos. Contudo, diversos fatores prejudicam tal conversao, como
elevada ingestdo de gordura saturada e frans, caréncias nutricionais, tabagismo,
infecgbes, estresse e envelhecimento?®®’. Ou seja, a ingestdo de fontes com
elevadas concentragdes dos metabdlicos ativos, como por exemplo o 6leo de peixe,
torna-se mais vantajosa?%5-2%7,

Os acidos graxos w-3 exercem seus efeitos modulando trés vias principais e
classicas: 1) estrutura e fungdo da membrana plasmatica; 2) sintese de
eicosanoides; e 3) expressao génica%,

Por serem componentes essenciais da membrana celular, EPA e DHA

interagem com outros componentes da membrana, em especial os fosfolipideos,
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como fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina e fosfatidilserina, aos quais os AGPI w-3
sao incorporados e impactam suas propriedades. Por exemplo, quando enriquecidos
com w-3, a estrutura tridimensional de tais acidos graxos confere aos fosfolipideos
uma conformacao espacial que reduz a tensdo da membrana celular e melhora a
sua fluidez e permeabilidade?®°.

Apds a suplementacdo, as concentragcdes de EPA e DHA nos fosfolipidios
celulares aumentam as custas do acido araquiddnico. Isto € importante para a
resposta inflamatéria, tendo em vista que EPA pode ser metabolizado pela mesma
enzima que metaboliza o ARA e gerar eicosanoides de séries alternativas®'®. Tais
eicosanoides possuem atividade inflamatdéria menos potente, por isso sao
comumente designados como anti-inflamatorios; um exemplo é o leucotrieno B5
(LTBS), derivado do EPA, o qual é 10-30 vezes menos potente em atrair neutrofilos,
comparado ao LTB4 derivado do ARA202.211,

Acredita-se que os AGPI w-3 possam atuar na inflamagdo ao modular a
ativagdo das células endoteliais e, consequentemente, o infiltrado de neutrdfilos,
durante o processo inflamatorio??2. Os acidos graxos w-3 também podem modular o
processo inflamatério devido a capacidade de ligacdo e ativagdo de fatores de
transcricdo e receptores de membrana ou citosdélicos, como os receptores ativados
por proliferadores de peroxissoma (PPAR, do inglés peroxisome proliferator-
activated receptor) e receptor 120 acoplado a proteina G (GPR120, do inglés G-
protein coupled receptor 120), respectivamente, dada a capacidade do EPA e DHA
em inibir fatores de transcricdo de genes relacionados a produgao de citocinas
inflamatorias, como o NF-kB212-214,

Outra possivel acdo dos AGPI w-3 no controle da inflamagéo e que tem sido
recentemente discutida relaciona-se a produgdo de mediadores pro-resolutivos
(MPRs). Estes mediadores, também conhecidos como lipoxinas, maresinas,
resolvinas e protectinas, sdo gerados a partir do metabolismo de EPA e DHA e
atuam na fase resolutiva do processo inflamatorio ao controlar a duracdo e a
magnitude, além de estimular a restauragdo da homeostase %215,

Os AGPI w-3, em especial o DHA, sao essenciais para o adequado
desenvolvimento e funcionamento cerebral’®®. O DHA se acumula no cérebro e na
retina, e alteragdes nas concentragbes deste acido graxo estdo positivamente
relacionadas com a performance cognitiva e o comportamento; ou seja, a deficiéncia

deste nutriente pode afetar a neurogénese e reduzir o desenvolvimento neural.
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Ademais, a conversao cerebral do ALA a DHA é extremamente baixa, em torno de
1%, por isso o DHA derivado da dieta ou da biossintese hepatica sao
imprescindiveis?'6217. O EPA, todavia, também é importante para o SNC, pois atua
como um mensageiro para as células, tendo em vista seu rapido metabolismo;
modula a plasticidade sinaptica, pois ativa a via da PI3-kinase/Akt; e também
favorece a mielinogénese?®.

Os efeitos anti-inflamatérios do 6leo de peixe rico em AGPI w-3 tém sido
avaliados em modelos animais de sepse. A administragao intraperitoneal de emulsao
lipidica a base de 6leo de peixe (Omegaven® 10%; Fresenius Kabi) na dose de 1
g/kg, em camundongos ICR submetidos a inducdo por meio de CLP, reduziu
marcadores de lesdo renal aguda e modulou parametros inflamatérios, como a
expressao génica de PPAR?'®, Esta mesma linhagem de camundongos foi avaliada
para verificar o efeito do consumo de dieta enriquecida com 6leo de peixe (2,5% de
OP) em lesdo hepdtica decorrente de sepse. Como resultado, os autores
observaram reducdo de citocinas inflamatoérias séricas, reducado de infiltrado de
neutréfilos no figado e modulagdo na expressdo génica de fatores de transcrigao,
como PPAR e NF-kB?2.

Em ratos Sprague-Dawley submetidos a indugdo de sepse por CLP, o
tratamento com nutricdo parenteral via cateter central enriquecida com emulsao
lipidica a base de dleo de peixe (Omegaven® 10%; Fresenius) reduziu os scores de
pontuagdo para classificacdo de lesdo pulmonar aguda e a carga bacteriana no
fluido de lavagem peritoneal, modulou subpopulagbes de linfocitos e diminuiu as
concentragdes de citocinas plasmaticas?3. Por meio do mesmo modelo experimental,
diferentes pesquisadores avaliaram a influéncia do 6leo de peixe na sinalizagdo da
via SphK1/S1P, necessaria para a sintese de mediadores inflamatorios, e
concluiram que o uso de dOleo de peixe modula esta via e reduz o processo
inflamatorio?'°.

Os efeitos da administracao de dieta enteral enriquecida com 6leo de peixe
sobre o metabolismo hepatico foram avaliados em ratos Lewis machos submetidos a
sepse por endotoxemia. Observou-se que o consumo de oOleo de peixe preveniu o
desenvolvimento de esteatose hepatica ndo-alcodlica nos animais com sepse?2.

Em um ensaio clinico randomizado piloto, realizado com 60 individuos com

sepse, observou-se que 0 uso parenteral de emulsio lipidica a base de dleo de
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peixe apresenta seguranga, reduz parametros de disfungdo orgénica e também
mortalidade??'.

Apesar de sua relevancia para a saude do SNC, a literatura cientifica
apresenta dados insuficientes a respeito do papel do 6leo de peixe rico em AGPI w-
3 sobre alteragdes da funcao cerebral, especialmente na sepse, sendo enfatizado o

efeito deste nutracéutico em funcgdes periféricas.

1.1.6 Modelos animais de sepse

Modelos animais desempenham um papel crucial para o aprofundamento
tedrico acerca de doencas e sindromes, pois permitem a replicagao destas e a
investigacdo de mecanismos de acado para o desenvolvimento de terapias e
drogas??2. E fundamental que um modelo reproduza as condi¢des relevantes para a
progressao fisiopatoldgica da doenga, as quais sdo visualizadas em seres humanos.
Considerando a sepse, o modelo ideal deve mimetizar a ocorréncia de hipotensao,
vasodilatacao, elevacao do débito cardiaco, resposta ao tratamento e mortalidade,
todos observados em pacientes sépticos??3.

De maneira resumida, os modelos atuais podem ser categorizados entre
nao-cirurgicos e cirurgicos. Dentre os nao-cirurgicos, sao utilizados os modelos de
toxemia (o qual consiste na administracdo de agonistas do receptor Toll-Like), e de
administracao de patdgenos viaveis, como bactérias. Estes modelos possuem como
caracteristicas a facilidade de execucdo e reprodutibilidade e menores custos
financeiros, no entanto indicam mecanismos de resposta inflamatéria do hospedeiro
frente aos patdgenos e estimulos do sistema imune, sem mimetizar, de fato, as
condigbes fisiopatologicas apresentadas por pacientes com sepse em virtude de
uma infecgao?24-226,

Com relagdo aos modelos cirurgicos, existem os modelos de implantagao
(consistindo na implantagcdo de um coagulo de fibrina na cavidade peritoneal), de
Colon ascendens stent peritonitis — CASP (implica na colocagéo cirurgica de um
stent no coélon ascendente, permitindo o extravasamento de conteudo fecal para o
peritbnio e, assim, incitando um quadro infeccioso de peritonite)??” e de ligagédo e
perfuragdo cecal — CLP (similar ao CASP, consiste na ligagao intestinal e perfuragao
local para permitir o extravasamento de bolo fecal e induzir a peritonite)?22:224.225 A

utilizagado de meios cirurgicos para indugédo de sepse mostra-se mais relevante, pois
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cria-se um foco infeccioso especifico que pode estimular a resposta imune sistémica.
Ademais, simulam de maneira mais fidedigna o cenario fisiopatoldgico visualizado
em humanos?24228,

Frente a isso, 0 modelo de indugdo CLP tem sido amplamente utilizado em
virtude de sua capacidade de simular, com mais fidedignidade, a sepse em
humanos, quando comparado aos demais modelos atualmente disponiveis. Sendo
assim, considera-se a indugédo de sepse por meio de ligagdo e perfuragdo cecal o

modelo padrio-ouro?2%230,

1.1.6.1 Ligacéao e perfuragao cecal (CLP)

O modelo de indugdo CLP foi descrito por Wichterman et al. (1980)%' e
baseia-se na ligagdo do ceco abaixo da valvula ileo-cecal, perfuracdo do ceco com
tamanho padronizado e extrusao do conteudo fecal para a cavidade peritoneal. Este
modelo envolve a combinagao de trés diferentes insultos organicos: trauma tecidual
causado pela laparotomia; necrose decorrente da ligagao cecal; e infecgdo devido
ao extravasamento de fezes no periténio??®. Tendo em vista que o ceco € uma
porcao intestinal com elevada carga bacteriana, a perfuragdo desta regido resulta
em peritonite polimicrobial (em especial, Gram-negativa), translocagao de bactérias
para a corrente sanguinea, choque séptico, disfungéo organica e morte?%,

Por meio da reposi¢céo volémica realizada ao final do procedimento cirurgico,
0s animais apresentam alteragdes hemodindmicas caracteristicas da sepse, que
incluem uma fase inicial hiperdinamica — definida por uma massiva producido de
citocinas inflamatérias e ERO, alteracdo da permeabilidade vascular e fungao
cardiaca, culminando na faléncia de 6rgaos — e uma fase secundaria hipodindmica —
caracterizada por um processo anti-inflamatério no qual ha alteragcdo na
apresentacao de antigenos, reducdo na proliferagcdo e funcédo de linfécitos e
aumento de apoptose, culminando em imunossupress&o?28.232,

Além disto, este modelo possibilita o estudo de condigbes em longo prazo, ja
que animais sobreviventes a lesdo inicial apresentam longa sobrevida apos a
recuperacao. Também, o curso da doenca neste modelo permite a avaliacdo de
respostas tardias do sistema imune, as quais podem estar alteradas em individuos

sobreviventes da sepse??.
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Outras vantagens deste método incluem a simplicidade, reprodutibilidade e
possibilidade de controlar o grau de contaminagdo bacteriana, a severidade da
sepse, e consequentemente, a mortalidade, pela mudanga do calibre da agulha,
numero de perfuragdes realizadas no ceco e extenséo da ligagao cecal?26:230.232,233

Sendo assim, o modelo de CLP satisfaz diversos critérios de similaridade
com a condicdo em seres humanos, que sdo a presenca de um foco infeccioso
localizado, de natureza polimicrobial, com bactérias oriundas do préprio animal (o
gue acontece na peritonite em humanos) e a liberagdo de produtos bacterianos que

levam a septicemia?2%:22°,
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CAPITULO 2: OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar os efeitos isolados e associados de 6leo de peixe e acido a-lipoico

em cultura celular de microglia e sobre a disfung&o cerebral na sepse em ratos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar os efeitos isolados e associados de 6leo de peixe e acido a-lipoico sobre
as concentragdes de citocinas TNF-a, IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13,

IL-18 e INF-y em cultura primaria de micréglia estimulada com lipopolissacarideo;

- Determinar os efeitos isolados e associados de 6leo de peixe e acido a-lipoico
sobre a permeabilidade da barreira hematoencefalica no cértex total, hipocampo e
coértex pré-frontal de ratos submetidos ao modelo de sepse por ligagao e perfuragéo

cecal, 12 e 24 horas apds o procedimento;

- Determinar os efeitos isolados e associados de 6leo de peixe e acido a-lipoico
sobre as concentragcdes de citocinas TNF-a, IL-1B3, IL-6 e IL-10 no cértex total,
hipocampo e cértex pré-frontal de ratos submetidos ao modelo de sepse por ligagao
e perfuracéo cecal, 12 e 24 horas apo6s o procedimento;

- Definir os efeitos isolados e associados de 6leo de peixe e acido a-lipoico sobre a
atividade da mieloperoxidase no cortex total, hipocampo e cértex pré-frontal de ratos
submetidos ao modelo de sepse por ligacéo e perfuragédo cecal, 12 e 24 horas apos

o procedimento;

- Averiguar os efeitos isolados e associados de 6leo de peixe e acido a-lipoico sobre
a concentracédo de nitrito/nitrato no cortex total, hipocampo e cortex pré-frontal de
ratos submetidos ao modelo de sepse por ligacéo e perfuragéo cecal, 12 e 24 horas

apos o procedimento;
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- Estimar os efeitos isolados e associados de dleo de peixe e acido a-lipoico sobre a
peroxidacgao lipidica, carbonilacdo de proteinas e atividade de enzimas antioxidantes
no cortex total, hipocampo e cértex pré-frontal de ratos submetidos ao modelo de
sepse por ligagao e perfuragao cecal, 12 e 24 horas apés o procedimento;

- Verificar os efeitos isolados e associados de 6leo de peixe e acido a-lipoico sobre
as concentragdes de BDNF e NGF no cortex total, hipocampo e cortex pré-frontal de
ratos submetidos ao modelo de sepse por ligagéo e perfuragao cecal, 10 dias apos o

procedimento;

- Avaliar os efeitos isolados e associados de 6leo de peixe e acido a-lipoico sobre a
memoria e aprendizado em ratos submetidos ao modelo de sepse por ligagdo e

perfuracdo cecal, 10 dias apds o procedimento;

- Avaliar os efeitos isolados e associados de 6leo de peixe e acido a-lipoico sobre a
sobrevida de ratos submetidos ao modelo de sepse por ligagéo e perfuragéo cecal.
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CAPITULO 3: METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Estudo experimental pré-clinico utilizando modelo animal de doenca.

3.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

As avaliagdes experimentais e comportamentais foram realizadas no Biotério
Central da Universidade do Sul de Santa Catarina (UNISUL), campus Tubarao - SC.
As analises neuroquimicas foram realizadas no Laboratério de Neurobiologia de
Processos Inflamatorios e Metabdlicos, da mesma universidade, e no Laboratorio de
Fisiopatologia Experimental da Universidade do Extremo Sul de Santa Catarina
(UNESC). As analises para cultura celular foram realizadas no Laboratory of
Biomarkers e no Laboratory of Neurochemistry, na University of Texas Health
Sciences Center at Houston (UTHealth).

As analises neuroquimimcas foram realizadas utilizando reagentes
especificos por técnicas: Acido 2-tiobarbitdrico 298%, Sigma Aldrich®; Brometo de
hexadeciltrimetilamoénio 0,5% (HTAB); Catalase, Sigma Aldrich®; Adrenalina, Sigma
Aldrich®; Albumina bovina, 298%; Cloridrato de Xilazina 2%, Syntec, BR; Cloridrato
de Cetamina 10%, Syntec, BR; Reagentes, medicamentos e meios de cultura para
avaliagdes in vitro, ScienCell, EUA; Kits de ensaio de imunoabsorcido enzimatica
(ELISA) de citocinas para ratos, Bio-Rad Laboratories, EUA e Peprotech, BR; Kit
para determinagc&o de neurotrofinas, Chemicon, EUA, e R&D Systems, EUA. Todos
os reagentes utilizados foram de grau de alta pureza.

Para avaliagdo da memodria e habituacdo utilizou-se o aparato de campo
aberto (medindo 40 x 60 cm e delimitado por 4 paredes com 50 cm de altura, sendo
trés de madeira e uma de vidro transparente, com o piso dividido em 12 quadrados
iguais marcados por linhas pretas).
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3.3 ANIMAIS

Para a elaboragdo da cultura primaria de microglia foram utilizados os
filhotes de 8 ratas Wistar com 1 a 3 dias de vida. Para as demais analises, foram
avaliados 483 ratos Wistar machos adultos (60 dias, 220-310 g). Os animais foram
provenientes do biotério da Universidade do Vale do Itajai e foram alojados no
biotério da UNISUL, em caixas de polipropileno de dimensdes adequadas, com
maravalha, em ambiente climatizado (22°C £ 2°C), com ciclo claro/escuro de 12
horas controlado por timer, recebendo agua e dieta padréo ad libitum durante todo o

periodo de experimento.

3.4 CULTURA PRIMARIA DE MICROGLIA

As analises in vitro foram realizadas em parceria com o Laboratory of
Biomarkers e o Laboratory of Neurochemistry, localizados no Department of
Psychiatry & Behavioral Sciences, McGovern Medical School, University of Texas
Health Sciences Center at Houston — UTHealth. A cultura primaria mista de células
gliais foi preparada a partir do cortex cerebral de ratos Wistar com 1 - 3 dias de
idade?3*235. As meninges foram cuidadosamente removidas e o tecido encefalico
remanescente foi mantido em tubos Falcon com meio de cultura para microglia
(ScienCell, CA, EUA), no gelo, durante todo o procedimento de obtencdo dos
tecidos. Apds o conteudo dos tubos foi homogeneizado com o auxilio de uma pipeta
automatica de 4 mL, adicionou-se tripsina e deixou-se incubar em incubadora de
COz2 a 37 °C por 15 minutos. A reacgao foi cessada com um inibidor de tripsina e os
tubos centrifugados por 5 minutos. O sobrenadante foi coletado e distribuido em
frascos de cultura com meio para micréglia. Os frascos foram mantidos em
confluéncia durante 12 a 15 dias em incubadora de CO2 a 37 °C, sendo que os
meios de cultura foram trocados a cada 3 dias. Ao final do periodo de confluéncia,
os frascos foram agitados em agitador automatico para desprender as células
microgliais que estivessem aderidas ao frasco. As microglias obtidas foram
plaqueadas em placas de 6 pogos, em densidade de 0,1 x 108 céls/cm?, e mantidas
em incubadora de CO2 a 37 °C durante 24 horas para garantir a aderéncia a placa.

Posteriormente, as placas foram utilizadas para a realizagao dos testes in vitro.
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3.5 DELINEAMENTO DO ESTUDO

3.5.1. Indugao de sepse

A sepse intra-abdominal foi produzida usando a técnica CLP?2%¢ para indugéo
de sepse moderada®®’. Os ratos foram anestesiados com cetamina (80 mg/kg) e
xilazina (10 mg/kg), e submetidos a laparotomia com incisdo mediana abdominal. O
ceco foi exposto, ligado com fio seda 3-0 na metade de seu comprimento abaixo da
jungao ileo-cecal, perfurado uma vez com uma agulha de calibre n° 14 e gentilmente
comprimido até a extrusao de conteudo fecal. Os planos cirurgicos foram fechados e
os ratos observados por 2 horas. Imediatamente apoés o procedimento, todos os
grupos receberam solugéo salina (50 mL/kg), dipirona (80 mg/kg) e ceftriaxona (30
mg/kg) por via subcuténea (S.C.) sendo os dois ultimos administrados novamente 12
horas apdés a cirurgia. Como controle, foram avaliados animais submetidos a
laparotomia, porém sem ligagc&o ou perfuragdo cecal (animais sham). Para minimizar
a variabilidade entre os diferentes experimentos, o procedimento CLP foi realizado

sempre pelo mesmo pesquisador.

3.5.2. Tratamento e grupos experimentais

Para determinacao da eficacia dos nutracéuticos e posterior analise do uso

associado, o protocolo experimental foi dividido conforme segue:

3.5.2.1. Invitro

e Concentragao de citocinas em microglias ativadas por LPS

Apoés o plagueamento, as culturas de microglias foram co-tratadas durante
24 horas?*® com LPS (Escherichia coli serotype 055:B5; 100 ug/mL) e ALA (200
umol)?3®, ou LPS e OP (100 umol)**°, ou associados (LPS, ALA e OP, todos nas
mesmas concentragdes do uso isolado). Apds o periodo, as células foram coletadas
e processadas para as analises de determinacio de citocinas usando kit comercial
Bio-Plex Pro™ Rat Cytokine 23-Plex Assay (Bio-Rad Laboratories, CA, EUA),
conforme as recomendacdes do fabricante. A analise foi realizada em um sistema

Bio-Plex 200 e os resultados foram expressos em pg/mg de proteina.
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3.5.2.2. Invivo

e Experimento 1: Verificagao do efeito isolado do acido a-lipoico

Os grupos foram aleatoriamente divididos em: Sham+Sal, Sham+ALA,
CLP+Sal e CLP+ALA. O acido R-a-lipoico 299% (Lemma Suply Solutions, Brasil) foi
ofertado via oral, por meio de gavagem, na dose de 200 mg/kg diluido em salina,
totalizando 1 mL?'. Para a realizagdo das andlises em 12 e 24 horas, a
administragcao de ALA ocorreu imediatamente antes da anestesia, a fim de garantir a
degluticdo. Para a realizagdo das analises em 10 dias, a administragao de ALA foi
realizada imediatamente antes da anestesia e 24 horas posteriores a cirurgia.

Para as analises bioquimicas, foram inseridos nos grupos experimentais
sete animais em cada grupo Sham e 10 animais em cada grupo CLP, totalizando 34
animais em cada tempo avaliado (12 e 24 horas). Para a analise da permeabilidade
da BHE, foram inseridos nos grupos experimentais sete animais em cada grupo
Sham e 10 animais em cada grupo CLP, totalizando 34 animais. Para as analises de
sobrevida e de testes comportamentais foram inseridos nos grupos experimentais 13
animais em cada grupo Sham e 20 animais em cada grupo CLP, totalizando 66

animais.

o Experimento 2: Verificagao do efeito isolado do 6leo de peixe

Os grupos foram aleatoriamente divididos em: Sham+Sal, Sham+OP,
CLP+Sal e CLP+OP. O éleo de peixe (Omegaven® 10%, Fresenius Kabi Brasil) foi
ofertado via oral, por meio de gavagem, na dose de 600 uL/kg?*'. De acordo com o
fabricante, esta dose ofertou de 0,0075 g a 0,0169 g de EPA e de 0,0086 g a 0,0185
g de DHA. Para a realizagdo das analises em 24 horas, a administragdo de oleo de
peixe ocorreu imediatamente antes da anestesia e 12 horas apds a cirurgia. Para a
realizacao das analises em 10 dias, a administragcao de 6leo de peixe foi realizada
diariamente e durou nove dias, comec¢ando imediatamente antes da anestesia.

Para as analises bioquimicas, foram inseridos nos grupos experimentais
sete animais em cada grupo Sham e 10 animais em cada grupo CLP, totalizando 34
animais. Para a analise da permeabilidade da BHE, foram inseridos nos grupos
experimentais sete animais em cada grupo Sham e 10 animais em cada grupo CLP,

totalizando 34 animais. Para as analises de sobrevida e de testes comportamentais
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foram inseridos nos grupos experimentais 13 animais em cada grupo Sham e 20

animais em cada grupo CLP, totalizando 66 animais.

e Experimento 3: Verificagdo do efeito da associagcao de acido a-lipoico e

6leo de peixe

Os grupos foram aleatoriamente divididos em: Sham+Sal, CLP+Sal,
CLP+ALA, CLP+OP e CLP+Assoc. O grupo CLP+Assoc recebeu o tratamento
associado de acido lipoico (na dose de 200 mg/kg diluido em salina, totalizando 1
mL2") e de 6leo de peixe (na dose de 600 uL/kg?*").

Para as analises bioquimicas, foram inseridos nos grupos experimentais
sete animais em cada grupo Sham e 10 animais em cada grupo CLP, totalizando 47
animais. Para a analise da permeabilidade da BHE, foram inseridos nos grupos
experimentais sete animais em cada grupo Sham e 10 animais em cada grupo CLP,
totalizando 47 animais. Para as analises de sobrevida e de testes comportamentais
foram inseridos nos grupos experimentais 13 animais em cada grupo Sham e 20

animais em cada grupo CLP, totalizando 87 animais.



Figura 6 — Metodologia do estudo in vivo.
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salina. Fonte: elaborado pelo autor, 2018.
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3.6 ANALISE DE SOBREVIDA

Na avaliagdo da sobrevida, 10 animais de cada grupo foram observados
diariamente durante 10 dias apds inducdo de sepse para verificar a taxa de

mortalidade?42,

3.7 ANALISES BIOQUIMICAS

3.7.1 Coleta de amostras

Para coleta das amostras, os animais sofreram morte indolor assistida por
overdose de tiopental (0,5 g/Kg) e decaptagdo por guilhotina para coleta das
amostras bioldgicas. As estruturas cerebrais hipocampo, cortex pré-frontal e cértex
total (tecido encefalico remanescente apds retirada do hipocampo e cortex pré-
frontal) foram cuidadosamente dissecadas, armazenadas em tubos do tipo
Eppendorf e mantidas sob refrigeracdo em freezer -80 °C até posterior analise.

3.7.2 Determinacgao de citocinas

As concentragcbes de TNF-a, IL-183, IL-6 e IL-10 foram determinadas pelo
ensaio imunoenzimatico (ELISA), usando kits comerciais (Peprotech, Brasil). O
ensaio foi realizado de acordo com as instrugcbes do fabricante e a leitura foi
realizada em 450 nm na leitora de microplacas (SPECTRAMAX, Molecular Devices,

USA). Os resultados foram expressos em pg/mg de proteina.

3.7.3 Determinagdo de BDNF e NGF

Para o experimento em que o efeito isolado do ALA foi testado, as
concentragdes de BDNF e NGF'3 foram determinadas pelo ensaio imunoenzimatico
(ELISA) sanduiche utilizando os kits ChemiKine™ Brain Derived Neurotrophic Factor
(BDNF) e ChemiKine™ Nerve Growth Factor (NGF), seguindo as instrugdes do
fabricante (ChemiKine™, Chemicon, EUA). As amostras foram homogeneizadas,
diluidas em solucdo diluente na proporgdo de 1:2 e encubadas em placas de 96

micropog¢os por 24 horas. A curva padrao variando entre 7,8 a 500 pg de BDNF ou
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NGF foi realizada. Posteriormente, as placas foram lavadas quatro vezes com
solucdo diluente e encubadas durante trés horas em temperatura ambiente com
anticorpos monoclonais de coelho anti-BDNF e anti-NGF. Apdos nova lavagem, as
placas foram novamente encubadas por uma hora com anticorpo anti-coelho
conjugado com peroxidase diluido em 1:1000. Depois da adicdo do conjugado
enzima-estreptavidina, substrato e solucdo de parada, a quantidade de BDNF ou
NGF foi determinada em leitura no espectrofotometro em 450 nm. Os resultados
foram expressos em mBDNF ou m NGF/mg de proteina.

Para os experimentos em que foram testados os efeitos isolados do éleo de
peixe e os efeitos da associacdo de ALA e d6leo de peixe, as concentragdes de
BDNF foram determinadas pelo ensaio imunoenzimatico (ELISA) sanduiche
utilizando o kit Human/Mouse BDNF DuoSet ELISA (Cat. DY248), seguindo as
instrugdes do fabricante (R&D Systems, EUA). As amostras foram homogeneizadas
e manipuladas conforme a recomendagdo metodolégica do fabricante. A
sensibilidade do ensaio variou entre 23,4 e 1500 pg/mL e os valores obtidos foram
estimados pela interpolagcédo da curva padrdo em um ensaio colorimétrico. A leitura
foi realizada em um aparelho leitor de ELISA (Perlong DNM-9602, Nanjing Perlove
Medical Equipment Co, Nanjing, China)?*3 em 450 nm (com corregdo em 540 nm).

Os resultados foram expressos em pg/mg de proteina.

3.7.4 Avaliacao da atividade da mieloperoxidase

A atividade da mieloperoxidase (MPQO) foi utilizada como indicativo do
infiltrado de neutréfilos tecidual®*. Neste sentido, as amostras foram
homogeneizadas em 0.5% de brometo de hexadeciltrimetilaménio e centrifugadas. A
suspensao foi homogeneizada manualmente até a obtencdo do sobrenadante. Uma
aliguota do sobrenadante foi misturada com uma solugdgo de 1,6 mM
tetrametilbenzidina (TMB) e 1 mM H202. A atividade da MPO foi mensurada
espectrofotometricamente em 650 nm a 37 °C. Os resultados foram expressos como

mU/mg de proteina®4.



58

3.7.5 Determinagdo da permeabilidade da barreira hematoencefalica

A integridade da barreira hematoencefalica foi determinada por meio da
técnica de extravasamento do corante azul de Evans?*. Os animais receberam a
solugao de corante na concentragao de 1% (diluido em solugao salina), na dose de 4
mL/kg, por via intravenosa (veia femoral). Apdés 60 minutos, os animais foram
anestesiados i.p. com cetamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) para a realizag&o
de laparotomia e perfusao cardiaca. Injetou-se solugéo salina no ventriculo esquerdo
a pressao de 100 mmHg até a obtencao de fluido incolor a partir do atrio direito.
Imediatamente apds os animais foram decaptados em guilhotina.

As estruturas cerebrais cortex total, hipocampo e cortex pré-frontal foram
retiradas para avaliacdo da BHE e colocadas em solugéo tricloroacético a 50%. Apos
homogeneizagao e centrifugagédo, o sobrenadante obtido foi diluido em etanol (1:3)
para a determinacédo da intensidade de sua fluorescéncia (excitagdo em 620 nm e
emissdo em 680 nm) com um espectrofotdmetro de luminescéncia. O teor de azul de
Evans nos tecidos foi quantificado a partir de uma linha padrao linear derivada de

quantidades conhecidas do corante e expressa em ng/mg de tecido.

3.7.6 Determinagao de nitrito/nitrato

A concentragao de nitrito/nitrato foi mensurada por meio da utilizagado da
reagcao de Griess, por adicao de 100 yL de reagente de Griess [0,1% (w/v) naftil
etilenodiaminadicloridrato em H20 e 1% (p/v) sulfanilamida em 5% (v/v) HsPO4 em
volume concentrado (1:1)] para 100 yL de amostra. A densidade Optica foi medida a
550 nm usando um espectrofotdbmetro. Os resultados foram expressos como

nmol/mg de proteina?*’.

3.7.7 Avaliacao de substancias reativas ao acido tiobarbiturico

A formagdao de TBARS durante uma reacdo acida de aquecimento foi
utilizada como marcador de peroxidacdo lipidica?*®. Resumidamente, as amostras
foram misturadas com 1 mL de acido tricloroacético a 10% e 1 mL de acido
tiobarbiturico 0,67%, e, em seguida, aquecidas em banho de agua fervente a 100 °C

durante 30 minutos. TBARS foram determinadas pela absorbancia a 535 nm,
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utilizando 1,1,3,3-tetrametoxipropano como padrao externo. Os resultados foram

expressos como equivalentes de malondialdeido (MDA)/mg de proteina.

3.7.8 Avaliacao de carbonilagao protéica

O efeito do estresse oxidativo em proteinas foi avaliado por meio da
determinagcdo de grupos carbonil baseado na reagdo com dinitrofenilhidrazina.
Resumidamente, as proteinas foram precipitadas por adigado de acido tricloroacético
a 20% e dissolvidas em dinitrofenilhidrazina, e a absorbancia foi aferida em 370 nm.
Os resultados foram expressos em concentragao de proteinas carboniladas/mg de

proteina4°.

3.7.9 Determinagao da atividade da superéxido dismutase

A atividade enzimatica da superdxido dismutase foi determinada pela
inibicdo da auto-oxidagcdo da adrenalina. As amostras teciduais foram
homogeneizadas em 1 mL de tampéo glicina e centrifugadas por 10 min em 3000
rom, em temperatura ambiente. O reagente branco foi preparado a partir da mistura
de 10 uL de catalase na concentragdo de 0,0024 g/mL com 970 pL de tampéo
glicina a 32 °C. Apds, foi adicionada a quantidade de 17 yL de adrenalina 60 mM. A
leitura do reagente foi sera realizada a cada 10 segundos, durante 180 segundos, a
fim de determinar a curva de calibracio. Este processo foi repetido apés a leitura de
quatro amostras e sempre que houve a troca de reagentes. As amostras foram
preparadas a partir da mistura de 10 yL de catalase 0,0024 g/mL, 3, 5 ou 7 pL de
amostra e 970 pyL de tampéo glicina a 32 °C. A leitura da amostra foi realizada a
cada 10 segundos, durante 180 segundos. As leituras foram realizadas em
espectrofotbmetro de lampada de deutério, em cubetas de plastico, a 480 nm. A

atividade da SOD foi expressa em U de SOD/mg de proteina?%°.
3.7.10 Determinagao da atividade da catalase
A atividade enzimatica da catalase foi determinada pela diminuicdo no

consumo de peréxido de hidrogénio. As amostras teciduais foram homogeneizadas

em 1 mL de tampdo catalase e centrifugadas por 10 min em 3000 rpm, em
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temperatura ambiente. O reagente branco foi preparado a partir da mistura de 100
ML de sobrenadante da amostra com 1 mL de tampéao catalase e foi utilizado para
zerar o espectrofotdbmetro. O reagente amostra foi preparado a partir da mistura de
100 pL de sobrenadante da amostra com 1 mL de tampéo catalase contendo H202
(25 mL de tampao catalase e 400 pL de H202, protegido da luz). A leitura da amostra
foi realizada em espectrofotdmetro de lampada de deutério, em cubetas de quartzo,
a 240 nm, nos tempos 0, 30 e 60 segundos. A atividade da CAT foi expressa em U
de CAT/mg de proteina®®'.

3.7.11 Determinagao de proteinas totais

Os resultados das analises bioquimicas foram normalizados com a
quantidade de proteinas avaliada de acordo com o método descrito por Lowry e
colaboradores?®?, Para os resultados de BDNF referentes aos experimentos com o
uso isolado de OP e com o uso associado de ALA e OP a normalizagao foi realizada
de acordo com o método de Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA)?®3. Em ambos os
meétodos foi utilizada albumina do soro bovino como padrédo. A leitura da absorbancia

foi realizada em 700 nm e os resultados foram expressos em mg de proteina.

3.8 TESTES COMPORTAMENTAIS

Os testes comportamentais foram realizados 10 dias apds a inducédo de

sepse, a fim de verificar os efeitos sobre a memoria e aprendizado3.

3.9.1 Habituagao ao campo aberto

A memodria de habituagao foi avaliada pelo teste de habituacdo ao campo
aberto (Open Field). O procedimento foi realizado em um aparato chamado campo
aberto, medindo 40x60 cm e delimitado por 4 paredes com 50 cm de altura, sendo
trés de madeira e uma de vidro transparente. O piso do campo aberto foi dividido em
12 quadrados iguais marcados por linhas pretas. Na sessao de treino, os animais
foram cuidadosamente colocados no quadrado do canto posterior esquerdo do
aparelho, individualmente, a partir do qual exploraram livremente o ambiente por 5

minutos. Imediatamente apds os animais voltaram para a caixa moradia. A sessao
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de teste foi realizada 24 horas apdés o treino, na qual se repetiu o mesmo
procedimento. Os numeros de cruzamentos através das linhas pretas e o numero de
‘rearings” (levantar-se nas patas traseiras) foram avaliados em ambas as

sessdes?®.

3.9.2 Reconhecimento de objetos

A memdria de reconhecimento de objetos foi testada no mesmo aparato
(Open Field) conforme a descricdo a seguir. No primeiro dia realizou-se a
habituagdo, onde o animal foi colocado cuidadosamente no quadrado do canto
posterior esquerdo do aparelho, a partir do qual explorou livremente o ambiente por
5 minutos sem nenhum objeto. O primeiro dia serviu como habituagdo do animal ao
espago do aparelho. Vinte e quatro horas depois o animal foi recolocado no
aparelho, no qual estavam dois objetos iguais (forma, tamanho e cor), objeto A e
objeto B, posicionados em dois cantos adjacentes a 10 cm da parede, e entédo
contou-se o tempo que o animal explorou cada objeto (A e B). No mesmo dia, 1 hora
e 30 minutos depois, testou-se a memoéria de curta duragao (STM, do inglés short-
term memory), quando o animal explorou novamente o ambiente na presenga do
primeiro objeto familiar (objeto A) e o novo objeto (objeto C), e entdo contou-se
novamente o tempo total que o animal explorou cada objeto. No dia seguinte (24
horas apos), avaliou-se a memoria de longa duragao (LTM, do inglés long-term
memory), quando foi feito o mesmo procedimento, mas trocando o objeto C pelo
objeto D (diferente do objeto A) e entdo contou-se o tempo de exploragdo de cada
objeto. Todos os objetos apresentaram textura (lisa) e tamanho (150-200 gramas)
semelhante, mas formas diferentes. Neste teste aplicou-se o indice de
reconhecimento, a fim de se calcular o tempo gasto para cada animal para explorar
0 objeto, expresso como uma razdo (TB/(TA+TB), onde TA = tempo gasto para

explorar o objeto familiar; e TB = tempo gasto para explorar o novo objeto?%.

3.9 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

A analise estatistica dos dados e a elaboragdo de graficos foram realizadas

no programa estatistico Graphpad Prism® versao 5.0.
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Para avaliagao da distribuicdo dos dados foi aplicado o teste de normalidade
de Shapiro-Wilk. As variaveis neuroquimicas e referentes ao teste comportamental
de habituagdo ao campo aberto foram apresentadas como média * desvio-padréo ou
meédia + erro padrdo e analisadas pela analise de varidncia de uma via (one way -
ANOVA) seguido de post hoc de Tukey. As variaveis referentes ao teste
comportamental de reconhecimento de objetos foram apresentadas como mediana
[intervalo interquartil] e a analise foi realizada usando os testes Mann-Whitney e
Wilcoxon. A analise da sobrevida foi avaliada por meio do teste de Klaplan Meier e
teste log rank. Para todas as analises foi adotado o nivel de significancia de 95%
(p<0,05).

3.10 ASPECTOS ETICOS

O presente projeto de pesquisa foi submetido & Comissdo de Etica em Uso
de Animais (CEUA) da Universidade do Sul de Santa Catarina — Unisul, recebendo o
parecer de aprovagéo (protocolo 15.043.4.01.1V). O estudo in vitro foi submetido ao
Animal Welfare Committee Animal Research da University of Texas Health Sciences
Center at Houston, recebendo o parecer de aprovacao (protocolo AWC-15-0056). A
utilizagdo dos animais seguiu os principios da lei Arouca - Diretriz Brasileira para o

Cuidado e a Utilizagao de Animais para fins cientificos e didaticos - DBCA-2013.
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CAPITULO 4: ADMINISTRAGAO ISOLADA DE ACIDO a-LIPOICO

41. RESULTADOS

4.1.1. Determinagdes em 12 e 24 horas

41.11. Permeabilidade da barreira hematoencefalica

A permeabilidade da BHE em 12 horas e 24 horas esta representada nas
Figuras 7A e 7B, respectivamente. Observou-se alteracdo na permeabilidade nas
estruturas hipocampo e cortex pré-frontal dos animais com sepse (grupo CLP+sal),
em comparagao ao grupo controle (Sham+sal), somente no tempo de 24 horas apos
a inducdo de sepse. O tratamento com ALA diminuiu significativamente esta

alterac&o no hipocampo dos animais com sepse (grupo CLP+ALA).
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Figura 7 — Permeabilidade da barreira hematoencefalica em 12 horas (A) e 24 horas (B) no
hipocampo, cértex pré-frontal e cértex total de ratos submetidos a sepse polimicrobial e
tratados com acido a-lipoico (ALA). Dados expressos como média + desvio-padrdo (n =5 -
8) analisados por one-way ANOVA e pés-teste de Tukey. * comparado ao grupo Sham+sal,

#: comparado ao grupo CLP+sal.

4.1.1.2. Concentragao de citocinas

As Figuras 8A e 8B ilustram as concentragdes de TNF-a nas estruturas
cerebrais em 12 horas e 24 horas apds a inducido de sepse. A inducdo de sepse
(grupo CLP+sal) elevou as concentragdes de TNF-a em todas as estruturas no

tempo de 12 horas, e o tratamento com ALA diminuiu esta elevagcdo no hipocampo e
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cortex pré-frontal dos animais do grupo CLP+ALA. No tempo de 24 horas, as
concentracdes desta citocina permaneceram elevadas no hipocampo e no cértex
total dos animais do grupo CLP+sal, enquanto que o tratamento com ALA reduziu
estes valores no hipocampo dos ratos com sepse (grupo CLP+ALA).
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Figura 8 — Concentragdo de TNF-a em 12 horas (A) e 24 horas (B) no hipocampo, cortex
pré-frontal e coértex total de ratos submetidos a sepse polimicrobial e tratados com acido a-
lipoico (ALA). Dados expressos como média + desvio-padrao (n = 5 - 8) analisados por one-
way ANOVA e pos-teste de Tukey. * comparado ao grupo Sham+sal; #: comparado ao
grupo CLP+sal.
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Em relacédo a IL-1B, a sepse (grupo CLP+sal) aumentou as concentragdes
desta citocina no hipocampo e cortex pré-frontal nos tempos de 12 horas (Fig. 8C) e
de 24 horas (Fig. 8D). O tratamento com ALA (grupo CLP+ALA) preveniu
significativamente esta alteragdo apenas no hipocampo em 12 horas, e no

hipocampo e cortex pré-frontal em 24 horas apds a inducéo de sepse.
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Figura 8 — Concentragéo IL-18 em 12 horas (C) e 24 horas (D) no hipocampo, cortex pré-
frontal e cortex total de ratos submetidos a sepse polimicrobial e tratados com &acido a-
lipoico (ALA). Dados expressos como média + desvio-padréo (n = 5 - 8) analisados por

ANOVA e pos-teste de Tukey. * comparado ao grupo Sham+sal; #: comparado ao grupo
CLP+sal.
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4.1.1.3. Atividade da mieloperoxidase

A atividade da MPO nas estruturas cerebrais no tempo de 12 horas apos a
sepse esta descrita na Figura 9A. A sepse aumentou a atividade da MPO no
hipocampo e no cortex total do grupo CLP+sal, e o tratamento com ALA foi
significativamente efetivo em prevenir esta alteragdo nas duas estruturas do grupo
CLP+ALA.

Em 24 horas apdés a inducdo de sepse (Fig. 9B), os animais do grupo
CLP+sal apresentaram aumento na atividade da MPO no hipocampo e no cértex
pré-frontal, e o tratamento com ALA (grupo CLP+ALA) significativamente reduziu

esta elevacdo em ambas as estruturas.
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Figura 9 — Atividade da MPO em 12 horas (A) e 24 horas (B) no hipocampo, cortex pré-

frontal e cortex total de ratos submetidos a sepse polimicrobial e tratados com acido a-

lipoico (ALA). Dados expressos como média + desvio-padrao (n = 5 - 8) analisados por one-

way ANOVA e pos-teste de Tukey. * comparado ao grupo Sham+sal; # comparado ao

grupo CLP+sal.

4.1.1.4. Concentragao de nitrito e nitrato

Em relagdo as concentragdes de nitrito e nitrato, observou-se que a sepse

(grupo CLP+sal) causou um aumento significativo deste marcador nas trés
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estruturas avaliadas nos tempos de 12 horas (Fig. 10A) e de 24 horas apds a
inducao (Fig. 10B). Os animais com sepse e tratados com ALA (grupo CLP+ALA)
apresentaram diminuicdo significativa nas concentragdes de nitrito e nitrato no

hipocampo e coértex total, em 12 horas, e em todas as estruturas, em 24 horas.
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Figura 10 — Concentragao de nitrito e nitrato em 12 horas (A) e 24 horas (B) no hipocampo,
cortex pré-frontal e cortex total de ratos submetidos a sepse polimicrobial e tratados com
acido a-lipoico (ALA). Dados expressos como média + desvio-padrao (n = 5 - 8) analisados
por one-way ANOVA e pos-teste de Tukey. *: comparado ao grupo Sham+sal; #: comparado

ao grupo CLP+sal.
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4.1.1.5. Dano oxidativo a lipideo e proteina

Em 12 horas apds a indugdo de sepse, notou-se que 0s animais do grupo
CLP+sal apresentaram aumento na formacao de TBARS no cortex total (Fig. 11A),
em comparagao aos animais controle (grupo Sham+sal), enquanto que no tempo de
24 horas a formacao de TBARS apresentou-se elevada em todas as estruturas deste
grupo (Fig. 11B). O tratamento com ALA (grupo CLP+ALA) mostrou-se
significativamente capaz de prevenir estas alteragées nas trés estruturas estudadas

somente no tempo de 24 horas.
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Figura 11 — Concentragao de equivalentes de MDA em 12 horas (A) e 24 horas (B) no
hipocampo, cortex pré-frontal e coértex total de ratos submetidos a sepse polimicrobial e
tratados com acido a-lipoico (ALA). Dados expressos como média + desvio-padrao (n =5 -
8) analisados por one-way ANOVA e pos-teste de Tukey. *: comparado ao grupo Sham+sal;

#: comparado ao grupo CLP+sal.
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Em se tratando da carbonilagado proteica, a sepse elevou as concentracoes
deste marcador no hipocampo e no cértex total dos animais do grupo CLP+sal, em
ambos os tempos avaliados (Fig. 12A e 12B, respectivamente). A administragéo de
ALA preveniu significativamente esta alteragdo nas duas estruturas alteradas, nos

tempos de 12 horas e 24 horas apds a inducao de sepse.
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Figura 12 — Concentragdo de proteinas carboniladas em 12 horas (A) e 24 horas (B) no
hipocampo, cértex pré-frontal e cortex total de ratos submetidos a sepse polimicrobial e
tratados com acido a-lipoico (ALA). Dados expressos como média + desvio-padrdo (n =5 -
8) analisados por one-way ANOVA e pés-teste de Tukey. * comparado ao grupo Sham+sal,

#: comparado ao grupo CLP+sal.
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41.1.6. Atividade de enzimas antioxidantes

A atividade da enzima antioxidante SOD esta representada na Figura 13. Em
12 horas apos a indugao de sepse (Fig. 13A), a atividade da SOD diminuiu nas trés
estruturas avaliadas dos animais com sepse (grupo CLP+sal), enquanto que no
tempo de 24 horas (Fig. 13B) a mesma se mostrou alterada no hipocampo e no
cértex total, comparado ao grupo controle (Sham+sal). O tratamento com ALA né&o

foi efetivo em prevenir a alteracédo da atividade da SOD apds a sepse.
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Figura 13 — Atividade da SOD em 12 horas (A) e 24 horas (B) no hipocampo, cortex pré-
frontal e cortex total de ratos submetidos a sepse polimicrobial e tratados com acido a-
lipoico (ALA). Dados expressos como média + desvio-padrao (n = 5 - 8) analisados por one-

way ANOVA e pos-teste de Tukey. *: comparado ao grupo Sham+sal.
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A atividade da enzima antioxidante CAT (Fig. 14) apresentou-se diminuida
no hipocampo e cértex total dos animais com sepse (grupo CLP+sal) nos dois
tempos avaliados. Quando tratados com ALA, os animais do grupo CLP+ALA
apresentaram aumento na atividade da CAT no hipocampo e cortex total em ambos

os tempos estudados, em comparagao ao grupo CLP+sal.
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Figura 14 — Atividade da CAT em 12 horas (A) e 24 horas (B) no hipocampo, cortex pré-
frontal e cortex total de ratos submetidos a sepse polimicrobial e tratados com acido a-
lipoico (ALA). Dados expressos como média + desvio-padrao (n = 5 - 8) analisados por one-
way ANOVA e pos-teste de Tukey. * comparado ao grupo Sham+sal; #: comparado ao
grupo CLP+sal.
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4.1.2. Determinagdes em 10 dias

4.1.21. Concentragao de BDNF

As concentragbes de BDNF estdo ilustradas na Fig. 15. Observou-se que a
sepse (grupo CLP+sal) causou uma redugédo nas concentragdes desta neurotrofina
no cortex total, em comparagdo ao grupo controle (Sham+sal). O tratamento com
ALA nao preveniu esta alteracdo e nao afetou as concentracdes nas outras

estruturas avaliadas.

15.01
© Sham-+sal
~qE, 12.5 Sham+ALA
g 10.0- 'I' I @ CLP+sal
Lo @l CLP+ALA
a = 7.54
8 5.0-
o |
g 2.5+ T *
T *
0.0- ',H -.-_
Hipocampo Pré-frontal Cortex

Figura 15 — Concentragdo de BDNF no hipocampo, cértex pré-frontal e cortex total de ratos
submetidos a sepse polimicrobial e tratados com com &acido o-lipoico (ALA). Dados
expressos como média * desvio-padrao (n = 5) analisados por one-way ANOVA e pés-teste

de Tukey. *: comparado ao grupo Sham+sal.

4.1.2.2. Concentragao de NGF

A Figura 16 demonstra as concentracbes de NGF nas estruturas avaliadas.
Notou-se que a sepse (grupo CLP+sal) reduziu as concentragdes desta neurotrofina
no cértex total, enquanto que o tratamento com ALA (grupo CLP+ALA) foi efetivo em
prevenir esta alteracdo. Além disso, a administracdo de ALA elevou
significativamente as concentragdes hipocampais de NGF, em comparag¢ao ao grupo
CLP+sal. No cortex pré-frontal o tratamento com ALA n&o promoveu alteracoes

significativas.
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Figura 16 — Concentragao de NGF no hipocampo, cértex pré-frontal e cortex total de ratos
submetidos a sepse polimicrobial e tratados com acido a-lipoico (ALA). Dados expressos

como média + desvio-padréo (n = 5) analisados por one-way ANOVA e pds-teste de Tukey.

*.

: comparado ao grupo Sham+sal; $: comparado ao grupo Sham+ALA; #: comparado ao
grupo CLP+sal.

4.1.2.3. Teste de habituacdo em campo aberto

As Figuras 17 e 18 apresentam os resultados referentes ao numero de
crossing e de rearing, respectivamente, obtidos pelo teste de habituacdo em campo
aberto. Os animais com sepse (grupo CLP+sal) ndo exibiram diferenga significativa
no numero de crossing e de rearing entre as sessodes de treino e de teste, sugerindo
prejuizo de memoaria. Em contrapartida, os animais com sepse e tratados com ALA
(grupo CLP+ALA) demonstraram diferenga estatisticamente significativa no numero

de crossing, mas nao de rearing, entre as sessoes de treino e de teste.
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Figura 17 — Numero de crossing no teste de habituagdo ao campo aberto de ratos
submetidos a sepse polimicrobial e tratados com acido a-lipoico (ALA). Dados expressos
como média + desvio-padrao (n = 10) analisados por one-way ANOVA e pds-teste de Tukey.

* comparado a sessao de treino.
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Figura 18 — Numero de rearings no teste de habituacdo ao campo aberto de ratos
submetidos a sepse polimicrobial e tratados com acido a-lipoico (ALA). Dados expressos
como média * desvio-padrao (n = 10) analisados por one-way ANOVA e pos-teste de Tukey.

* comparado a sessao de treino.
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4.1.24. Teste de reconhecimento de objetos

A avaliagdo da memoria em curto prazo e em longo prazo, determinada por
meio do teste de reconhecimento de objetos, esta representada nas Figuras 19 e 20.
Denotou-se que os animais com sepse (grupo CLP+sal) apresentaram tempos
similares ao explorar os objetos familiares e novos, tanto na avaliagdo em curto
prazo, quando em longo prazo. Por outro lado, os animais com sepse e tratados com
ALA (grupo CLP+ALA) dispenderam um maior tempo para explorar o novo objeto na

avaliagao em curto prazo e em longo prazo.
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Figura 19 — indice de reconhecimento de objetos em curta duragdo (STM) em ratos
submetidos a sepse polimicrobial e tratados com acido a-lipoico (ALA). Dados expressos
como mediana [intervalo interquartil] (n = 10) analisados pelos testes de Mann Whitney e

Wilcoxon. * comparado a sessao de treino.
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Figura 20 — indice de reconhecimento de objetos em longa duracdo (LTM) em ratos
submetidos a sepse polimicrobial e tratados com acido a-lipoico (ALA). Dados expressos
como mediana [intervalo interquartil] (n = 10) analisados pelos testes de Mann Whitney e

Wilcoxon. * comparado a sessao de treino.
4.2.DISCUSSAO

Este estudo demonstrou o papel neuroprotetor desempenhado pelo ALA em
um modelo pré-clinico de sepse. Observou-se que o nutracéutico em teste, ALA, em
24 horas ap6s a indugao da sepse, reduziu a alteracao na permeabilidade da BHE e
a neuroinflamacdo ao diminuir as concentracbes de citocinas, a formacado de
nitrito/nitrato e a atividade da MPO, ao mesmo tempo em que minimizou o dano
oxidativo e elevou a atividade antioxidante nas estruturas cerebrais. Além disso, ALA
também elevou as concentragdes de NGF e preveniu o dano cognitivo, ambos
avaliados em 10 dias apdés a sepse. Pesquisas anteriores relataram efeitos
antioxidantes e anti-inflamatérios do ALA em modelos animais de sepse em 6rgaos
periféricos?"19225%; no entanto, a auséncia de avaliagdes acerca do papel
neuroprotetor exercido pelo ALA na disfungao cerebral induzida pela sepse justificou
a realizacao da atual perquisa.

Embora a BHE seja uma importante barreira contra a entrada de toxinas de
bactérias?®’, a inflamacgdo sistémica pode levar a alteragbes no SNC'+1%2 por meio

das vias do nervo vago e dos CVO®>. As concentragdes de citocinas circulantes no
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plasma elevam-se rapidamente apdés o insulto endotoxémico e decaem
gradualmente, porém permanecem elevadas no SNC?2%%2%9  |nicialmente apods a
sepse, células endoteliais da BHE ativam-se e perpetuam a resposta inflamatoria
local ao produzir citocinas inflamatorias capazes de interagir com células
proximas?%°, e isto pode ser comprovado pelo aumento nas concentragdes de TNF-
a, IL-1B e nitrito/nitrato no hipocampo, cortex total e pré-frontal em 12 horas apés
CLP.

Corroborando com achados anteriores’326', os resultados da atual pesquisa
comprovam que a inflamacgao sistémica e o estresse oxidativo s&o cruciais em
mediar a integridade da BHE 24 horas ap6s a indugao de sepse. A administragdo de
ALA mostrou-se efetiva em reduzir a producédo de citocinas no hipocampo e cortex
pré-frontal em 12 e 24 horas, bem como a permeabilidade da BHE no hipocampo em
24 horas. Tais alteracdes positivas devem-se, especialmente, a capacidade do ALA
em eliminar radicais livres intracelulares e regular os processos de sinalizagao
inflamatorios sensiveis ao estado redox, como a translocacdo de NF-kB (fator
nuclear-kB)%62263, Além disso, devido ao seu reduzido peso molecular e elevada
solubilidade em agua e lipideos, ALA pode facilmente atravessar a BHE?%4, o que
sustenta diversos estudos que comprovam os efeitos benéficos do ALA no
tratamento de processos neuroinflamatdrios?64-266,

Sabe-se que o infiltrado inflamatoério € composto por neutrdéfilos ativados, os
quais estimulam a sintese de mediadores inflamatorios capazes de induzir a geragéo
de espécies reativas derivadas de nitrogénio no tecido encefalico'>2%7. Neste
sentido, a producao de NO pode ser considerada um estimulo citotoxico quando
ultrapassa niveis criticos, 0 que é frequentemente observado na sepse. Esta
citotoxicidade decorre da reacdo entre o NO e o anion superoxido, tendo como
produto o peroxinitrito, além do proprio dano celular devido a interacdo com
proteinas, metais e compostos ricos em ferro, enxofre ou heme?68. Além disso, a
formacgao de peroxinitrito € considerada um evento terminal diretamente relacionado
a morte celular e dano tecidual na sepse 26°-271_ especialmente no SNC?72,

Em cultura celular de macréfagos RAW 264.7 o tratamento com ALA exibiu
efeito anti-inflamatério ao inibir a produgédo de NO273, ALA também inibiu a ativagéo
da enzima iNOS em macrofagos estimulados com LPS?’* e reduziu a resposta
inflamatoria aguda causada pelo LPS?’5. Em células do SNC, o ALA também se

mostrou efetivo em suprimir a expressao de iINOS em microglias BV-2 estimuladas
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com LPS?76, Os achados da pesquisa atual demonstram que o tratamento com ALA
reduziu o infiltrado de neutrdfilos e a formacgao de nitrito/nitrato no SNC de ratos com
sepse polimicrobial em 12 e 24 horas ap6s a indugéo.

Os principais mecanismos de acao desempenhados pelo ALA relacionam-se
a diminuicdo do estresse oxidativo. ALA é capaz de quelar metais e inibir, por
consequéncia, a formagao de radicais hidroxil; também pode eliminar ERO e, assim,
favorecer o aumento nas concentragbes de glutationa reduzida e de enzimas
antioxidantes'®. Na sepse, a ocorréncia de estresse oxidativo esta associada com a
ocorréncia de disfungdo de multiplos 6rgaos’®, e no SNC de modelos animais é
possivel visualizar dano oxidativo ja na fase inicial da sepse'®®. No presente estudo
a administracdo de ALA reduziu a peroxidacéao lipidica nas estruturas cerebrais em
24 horas apés a indugao de sepse, corroborando com estudos que apontam o papel
do ALA em eliminar produtos altamente reativos derivados da peroxidacdo
lipidica'®277. Além disso, ALA também prenive o dano oxidativo a proteinas por
meio da eliminagdo de hipoclorito?’827%, o que estad de acordo com os resultados
observados na presente pesquisa, tendo em vista que o tratamento com ALA
diminuiu significativamente as concentragdes de proteinas carboniladas no
hipocampo e cortex total dos animais com sepse.

Além dos mecanismos de agao citados anteriormente, ALA também atua
como um composto de agao antioxidante propriamente dito, conforme evidenciado
em estudos anteriores?®0281. Devido a isso, ALA pode aumentar a expressédo de
genes que decodificam a enzima catalase?®? e agir como um agente neuroprotetor
em diversas doengas neurodegenerativas relacionadas ao estresse oxidativo,
considerando o aumento na atividade da CAT no hipocampo e cortex total apos a
inducdo de sepse?83-285,

Observou-se que o tratamento com ALA nao aumentou significativamente a
atividade da SOD. Embora o ALA possa exercer efeitos positivos na eliminacdo de
peroxido de hidrogénio?6-288  ALA n3o atua diretamente nesta espécie reativa; tendo
em vista que o ALA é utilizado para regenerar outros compostos e enzimas
antioxidantes, a sua agao sobre o peréxido de hidrogénio é indireta. Além disso,
sabe-se que a atividade da SOD ¢ influenciada pelo NO e este reage com o0 anion
superéxido para gerar peroxinitrito, o qual participa da nitracdo de residuos de
tirosina em enzimas como a SOD, reduzindo as suas atividades?®°2%. Durante a

sepse ha uma producdo massiva de NO, determinada pela formacdao de
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nitrito/nitrato. Na pesquisa atual notou-se que as concentracdes de nitrito/nitrato
estavam elevadas nos animais com sepse, enquanto que o tratamento com ALA
reduziu este marcador. Sendo assim, especulou-se que a atividade da SOD foi
influenciada pela formagao excessiva de NO.

Evidéncias cientificas apontam que os animais submetidos ao modelo de
sepse por CLP apresentam alteragbes cognitivas em 10 dias apds a indugao, apesar
de estarem completamente recuperados dos processos infeccioso e cirurgico, e
estas alteragcdes podem persistir por até 30 dias®2°1-29, Neste estudo avaliou-se o
dano cognitivo em longo prazo, 10 dias apds a indugéo de sepse. Utilizou-se o teste
de habituacdo em campo aberto, o qual avalia performance motora na sessao de
treino e a memoria ndo-associativa na sessao teste, e o teste de reconhecimento de
objetos, o qual avalia memodria nao-aversiva e nao-espacial. Os resultados
encontrados indicaram que os animais com sepse apresentaram dano a memoria e
aprendizado, tendo em vista que os animais continuaram a explorar o aparato do
campo aberto mesmo ja estando habituados ao mesmo. Ademais, os animais com
sepse dispenderam tempos similares para explorar os objetos familiares e novos,
tanto 1,5 horas, quanto 24 horas apds a sessao treino. Os animais tratados com
ALA, pelo contrario, apresentaram comportamento consistente com uma funcéao
cognitiva sem comprometimento, e estes achados corroboram com evidéncias
prévias em relagdo ao uso de compostos com fungao antioxidante direta ou indireta,
como guanosina®, cannabidiol?®® e o uso associado de n-acetilcisteina e
deferoxamina®’.

As neurotrofinas exercem papel fundamental na fungdo cognitiva, atuando
em inumeras vias moleculares relacionadas com a neurogénese, cognigdo, memoria
e aprendizado?®®. O NGF, por exemplo, influencia a sobrevivéncia, crescimento e
manutencdo de certos tipos de neurbnios do SNC e sistema nervoso periférico
(SNP). No encéfalo, o NGF é sintetizado no cortex e no hipocampo, onde também
pode ser produzido o BDNF2%7, O BDNF ¢ o principal fator de crescimento no SNC,
impactando o crescimento neuronal, a morfologia e a plasticidade sinaptica®®. Estas
neurotrofinas interagem com a familia do receptor de tropomiosina quinase (Trk),
sendo o NGF um ligante para o tipo A (TrkA) e o BDNF um ligante para o tipo B
(TrkB)?>®°. A ligagdo ao receptor ativa a proteina quinase ativada por mitdgeno
(MAPK), levando a liberacdo de neurotrofina dependente da proteina de ligagao

responsiva ao AMPc (CREB)3%. O CREB é um fator de transcrigdo que se conecta a
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regido promotora de genes associados a plasticidade neuronal e remodelamento de
sinapses?®®!, sendo parcialmente responsavel pelo papel inibitério das neurotrofinas
no mecanismo de morte celular3?,

Estudos sugerem que o estresse oxidativo e seus produtos derivados podem
influenciar negativamente a atividade ligante do CREB ao DNA, o que culminaria em
redugdo na expressdo de neurotrofinas3%3-305, Em contrapartida, as terapias
antioxidantes podem influenciar vias intracelulares que levam a sintese e acao das
neurotrofinas. Em um modelo de doenca de Alzheimer, por exemplo, 0 uso de
extrato da casca de roma aumentou as concentracbes de BDNF e preservou a
memoria espacial em camundongos, devido ao seu elevado conteudo de compostos
fitoquimicos com acgdo antioxidante3%®. Outro fitoquimico com agdo antioxidante
capaz de ativar a produgdo de neurotrofinas e exercer neuroprotecdo €& o
resveratrol3?°. Resultados semelhantes foram visualizados em ratos com meningite
pneumocoécica tratados com acido félico, os quais apresentaram aumento nas
concentragdes de BDNF e melhora na fungédo cognitiva em 10 dias ap6s a indugéo
da doenca3?’,

As alteracdes nas concentragdes de neurotrofinas podem ser detectadas em
10 dias apds a inducdo de sepse®, embora elas possam perdurar por até 30 dias
devido a resposta inflamatdria e o dano oxidativo visualizados na fase aguda e inicial
da sepse'®. O estudo atual demonstrou que o tratamento com ALA elevou
significativamente as concentragées de NGF no hipocampo e no cortex total dos
ratos com sepse, 10 dias apods a indugdo. Ainda, observou-se que a administracao
de ALA resultou na diminuicdo da oxidacao lipidica e proteica em 24 horas apos a
inducao de sepse. Desta maneira, acredita-se que ALA influenciou as concentragbes
de NGF, ao menos parcialmente, ao prevenir o estrese oxidativo e favorecer a
atividade ligante de CREB.

Ao passo que o estresse oxidativo e a peroxidacdo lipidica influenciam
negativamente a atividade de CREB, as ERO em quantidades limitadas e
controladas sdo mediadores vitais para a sinalizagdo de NGF3%8, Ainda, a relagédo
entre NGF e CREB depende de ERO, e esta pode ser prejudicada por tratamentos
antioxidantes3%. Neste contexto, o tratamento com ALA reduziu significativamente
as concentragdes de NGF no cortex total de ratos do grupo sham+ALA. Os
resultados desta pesquisa demonstram que a cirurgia em grupos sham nao estimula

respostas inflamatéria e oxidativa significativas, tendo em vista que os animais
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sham, independentemente dos tratamentos usados, exibiram resultados semelhates
na maioria das analises realizadas, exceto nas concentragdes de NGF. Isto indica
que o tratamento com ALA pode prejudicar o maquinario celular dependente de
EROs em um cenario em que os processos inflamatorios e oxidativos nado se

encontram desequilibrados, impactando as concentracdes de NGF.
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CAPITULO 5: ADMINISTRAGAO ISOLADA DE OLEO DE PEIXE

5.1.RESULTADOS
5.1.1. Determinagoes em 24 horas
511.1. Permeabilidade da barreira hematoencefalica

A alteracdo na permeabilidade da barreira hematoencefalica esta descrita na
Fig. 21. Notou-se que a sepse aumentou significativamente a permeabilidade nas
trés estruturas avaliadas, em comparagé&o ao grupo controle (Sham+sal). Também
foi possivel notar que o tratamento com OP preveniu de maneira significativa esta

alteragao no cortex pré-frontal e no cértex total dos animais do grupo CLP+OP.
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Figura 21 — Permeabilidade da barreira hematoencefalica no cértex total, cértex pré-frontal
e hipocampo de ratos submetidos a sepse polimicrobial e tratados com emulsao lipidica rica
em Oleo de peixe. Dados expressos como média + desvio-padrao (n = 5) analisados por
one-way ANOVA e poés-teste de Tukey. * comparado ao grupo Sham+sal; &: comparado ao

grupo Sham+OP; #: comparado ao grupo CLP+sal.
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5.1.1.2. Concentragao de citocinas

As concentracbes das citocinas IL-13 e IL-10 estdo respectivamente
descritas nas Figuras 22 e 23. Os animais com sepse (grupo CLP+sal)
apresentaram concentracdes elevadas de IL-1B no hipocampo e cértex total, em
comparagao aos animais controle (grupo Sham+sal); ja os animais tratados com OP
apresentaram concentragdes significativamente diminuidas em todas as estruturas,
em comparacgdo ao grupo CLP+sal.

Em relacao a IL-10, as concentragdes se mostraram elevadas no hipocampo
e cortex total dos animais com sepse (grupo CLP+sal), em comparagédo aos animais
controle (grupo Sham+sal). A administragcdo de OP preveniu esta alteragdo no

hipocampo dos animais com sepse (grupo CLP+OP).
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Figura 22 — Concentracao de IL-1B no cortex total, cortex pré-frontal e hipocampo de ratos
submetidos a sepse polimicrobial e tratados com emulsao lipidica rica em 6leo de peixe.
Dados expressos como média + erro-padrao (n = 5) analisados por one-way ANOVA e poés-

teste de Tukey. * comparado ao grupo Sham+sal; #: comparado ao grupo CLP+sal.
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Figura 23 — Concentracao de IL-10 no cortex total, cortex pré-frontal e hipocampo de ratos
submetidos a sepse polimicrobial e tratados com emulsdo lipidica rica em 6leo de peixe.
Dados expressos como média + erro-padréo (n = 5) analisados por one-way ANOVA e pos-

teste de Tukey. *: comparado ao grupo Sham+sal; #: comparado ao grupo CLP+sal.

5.1.1.3. Atividade da mieloperoxidase

A Fig. 24 apresenta os resultados da atividade da MPO, como um indicativo
para a infiltracdo de neutrdéfilos, nas estruturas cerebrais avaliadas. Observou-se um
aumento significativo na atividade da MPO no cértex pré-frontal e no cértex total dos
animais do grupo CLP+sal, em comparagdo aos animais controles (grupo
Sham+sal). O tratamento com OP foi efetivo em diminuir a atividade da MPO no

cortex pré-frontal e no hipocampo dos animais com sepse (grupo CLP+OP).
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Figura 24 - Atividade da MPO no cortex total, cortex pré-frontal e hipocampo de ratos
submetidos a sepse polimicrobial e tratados com emulsdo lipidica rica em d6leo de peixe.
Dados expressos como média + desvio-padrao (n = 5 - 8) analisados por one-way ANOVA e

pos-teste de Tukey. *: comparado ao grupo Sham+sal; #: comparado ao grupo CLP+sal.

5.1.1.4. Concentragao de nitrito e nitrato

As concentragdes de nitrito e nitrato, demonstradas na Fig. 25, elevaram-se
significativamente apenas no hipocampo de ratos submetidos a sepse (grupo
CLP+sal), em comparagao ao grupo controle (Sham+sal). O tratamento com OP né&o

preveniu esta alteracdo nos animais com sepse (grupo CLP+OP).
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Figura 25 — Concentragao de nitrito/nitrato no cértex total, cértex pré-frontal e hipocampo de
ratos submetidos a sepse polimicrobial e tratados com emulsdo lipidica rica em 6leo de
peixe. Dados expressos como média * desvio-padrao (n = 5 - 8) analisados por one-way

ANOVA e pés-teste de Tukey. *: comparado ao grupo Sham+sal.

5.1.1.5. Dano oxidativo a lipideo e proteina

A determinacdo de dano oxidativo a lipideo e proteina esta descrita nas
Figuras 26 e 27, respectivamente. A indugdo de sepse ndo causou aumento
significativo na formacédo de TBARS, representado por equivalentes de MDA, em
nenhuma das estruturas avaliadas.

A carbonilagéo proteica, em contrapartida, aumentou significativamente nas
trés estruturas dos animais do grupo CLP+sal, em comparagao ao grupo controle
(Sham+sal), enquanto que o tratamento com OP preveniu significativamente estas

alteragdes nas estruturas do grupo CLP+OP.
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Figura 26 — Concentragdo de equivalentes de MDA no cortex total, cortex pré-frontal e
hipocampo de ratos submetidos a sepse polimicrobial e tratados com emulsao lipidica rica
em oleo de peixe. Dados expressos como média + desvio-padrao (n = 5 - 8) analisados por
one-way ANOVA e poés-teste de Tukey.
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Figura 27 — Concentragéo de proteinas carboniladas no cortex total, cortex pré-frontal e
hipocampo de ratos submetidos a sepse polimicrobial e tratados com emulsao lipidica rica
em oleo de peixe. Dados expressos como média + desvio-padrao (n = 5 - 8) analisados por
one-way ANOVA e poés-teste de Tukey. * comparado ao grupo Sham+sal; &: comparado ao
grupo Sham+OP; #: comparado ao grupo CLP+sal.
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51.1.6. Atividade de enzimas antioxidantes

Em relacao a atividade da enzima antioxidante SOD (Fig. 28), observou-se o
tratamento com OP aumentou significativamente a atividade hipocampal desta
enzima em ratos com sepse (grupo CLP+OP), em comparagdo ao grupo controle
(Sham+sal). Nao houve diferenga estatisticamente significativa nas demais

estruturas avaliadas.
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Figura 28 — Atividade da SOD no cortex total, cértex pré-frontal e hipocampo de ratos
submetidos a sepse polimicrobial e tratados com emulsao lipidica rica em 6leo de peixe.
Dados expressos como média + desvio-padrao (n = 5 - 8) analisados por one-way ANOVA e

pos-teste de Tukey. *: comparado ao grupo Sham+sal.

A atividade da enzima antioxidante CAT esta ilustrada na Fig. 29. Foi possivel
notar que a sepse reduziu discretamente a atividade da CAT, porém sem
significancia estatistica. E importante ressaltar que os animais do grupo Sham+OP
apresentaram aumento significativo na atividade da enzima em todas as estruturas

avaliadas.
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Figura 29 — Atividade da CAT no cortex total, cortex pré-frontal e hipocampo de ratos
submetidos a sepse polimicrobial e tratados com emulsao lipidica rica em 6leo de peixe.
Dados expressos como média + desvio-padrao (n = 5 - 8) analisados por one-way ANOVA e

pos-teste de Tukey. *: comparado ao grupo Sham+sal; &: comparado ao grupo Sham+OP.

5.1.2. Determinagdes em 10 dias

5.1.2.1. Concentragao de BDNF

As concentragdes de BDNF nas estruturas cerebrais estdo demonstradas na
Fig. 30. Detectou-se que os ratos submetidos a sepse (grupo CLP+sal)
apresentaram reducdo nas concentracbes de BDNF no cortex pré-frontal e
hipocampo, comparados aos ratos controle (grupo Sham+sal), e estas alteragbes
foram significativamente prevenidas pelo tratamento com OP. Além disso, a
administracdo de OP elevou as concentragdes de BDNF no cértex total do grupo

Sham+OP, e isto foi significativo em comparagao aos demais grupos.
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Figura 30 — Concentracao de BDNF no cértex total, cortex pré-frontal e hipocampo de ratos
submetidos a sepse polimicrobial e tratados com emulsao lipidica rica em 6leo de peixe.
Dados expressos como média + desvio-padréo (n = 5) analisados por one-way ANOVA e
pos-teste de Tukey. *; comparado ao grupo Sham+sal; &: comparado ao grupo Sham+OP;

#: comparado ao grupo CLP+sal.

5.1.2.2. Teste de habituacdo em campo aberto

O comportamento dos animais no teste de habituagdo em campo aberto esta
representado nas Figuras 31 e 32. Observou-se que o grupo CLP+sal nao
apresentou diferenca estatisticamente significativa no numero de crossings (Fig. 31)
entre as sessdes de treino e de teste. No entanto, os animais do grupo CLP+OP
apresentaram uma reducéo significativa no numero de crossings na sesséao de teste,

comparada a sessao de treino.
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Figura 31 — Numero de crossings no teste de habituagdo ao campo aberto de ratos
submetidos a sepse polimicrobial e tratados com emulsédo lipidica rica em d6leo de peixe.
Dados expressos como média + desvio-padrao (n = 10) analisados por one-way ANOVA e

pos-teste de Tukey. *: comparado a sesséao de treino.

Em relagdo ao numero de rearings (Fig. 32), ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre as sessdes de treino e teste em nenhum dos

grupos avaliados.
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Figura 32 — Numero de rearings no teste de habituacdo ao campo aberto de ratos
submetidos a sepse polimicrobial e tratados com emulsao lipidica rica em 6leo de peixe.
Dados expressos como média + desvio-padrao (n = 10) analisados por one-way ANOVA e

pos-teste de Tukey.
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5.1.2.3. Teste de reconhecimento de objetos

A Figura 33 apresenta os resultados da avaliagdo da memoria de curta
duragdo no teste de reconhecimento de objetos, avaliada por meio do tempo
dispendido para explorar diferentes objetos entre as sessdes de treino e de teste
(1,5 horas ap6s o treino). Nesta avaliacdo nao foi detectada diferenca significativa

em nenhum dos grupos estudados.
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Figura 33 — indice de reconhecimento de objetos em curta duragdo (STM) em ratos
submetidos a sepse polimicrobial e tratados com emulsao lipidica rica em 6leo de peixe.
Dados expressos como mediana [intervalo interquartil] (n = 10) analisados pelos testes de

Mann Whitney e Wilcoxon.

A Figura 34 apresenta os resultados da avaliagdo da memoria de longa
duragdo no teste de reconhecimento de objetos (24 horas apos a sessdo de treino).
Observou-se que o0s animais com sepse (grupo CLP+sal) dispenderam tempos
similares para explorar o objeto A, na sesséo de treino, e o objeto B, na sessio de
teste, o que indica prejuizo de memoria. Todavia, animais com sepse e tratados com
OP demonstraram explorar por mais tempo o novo objeto durante a sessao de teste,
indicando que o tratamento com OP preveniu o dano a memodria avaliada pelo

reconhecimento de objetos.
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Figura 34 — indice de reconhecimento de objetos em longa duracdo (LTM) em ratos
submetidos a sepse polimicrobial e tratados com emulsdo lipidica rica em 6leo de peixe.
Dados expressos como mediana [intervalo interquartil] (n = 10) analisados pelos testes de

Mann Whitney e Wilcoxon. *: comparado a sessao de treino.

5.2.DISCUSSAO

Neste estudo evidenciou-se o papel neuroprotetor desempenhado por uma
emulsdo lipidica rica em Oleo de peixe em um modelo animal de sepse
polimicrobiana. Os resultados encontrados indicam que o tratamento com OP
preveniu a alteracido na permeabilidade da BHE e diminiu importantes marcadores
de inflamacao e dano oxidativo, enquanto elevou as concentra¢des de neurotrofina e
preveniu o dano cognitivo em longo prazo em ratos adultos com sepse.

A sepse € uma sindrome caracterizada pela associacdo de um estimulo
infeccioso e uma resposta inflamatéria sistémica decorrente da produgdo de
citocinas proé-inflamatérias, quimiocinas, moléculas de adesdo e espécies reativas
derivadas de oxigénio e nitrogénio por células do sistema imune ou pelo dano ao
endotélio'%. Sabe-se que varios mecanismos, dentre eles a inflamagéo e a alteragdo
na permeabilidade da BHE, podem levar a morte neuronal na fase inicial da sepse e
ao dano cognitivo permanente3!312,

A BHE possui mecanismos funcionais que regulam sua permeabilidade
seletiva e protecdo ao SNC, e estes mecanismos podem sofrer alteragdes
importantes devido a condigdes e injurias especificas, dentre eles a inflamacgao e o
estresse oxidativo®8', Através do nervo vago e dos 6rgdos circunventriculares a

resposta inflamatéria na periferia estimula a ativagdo de células do SNC (por
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exemplo, microglias), com consequente estimulo para a cascata do fator de
transcricdo NF-kB e liberacdo excessiva de mediadores inflamatérios®. Em
resposta, células do sistema imune na periferia, por exemplo os neutréfilos, séo
recrutadas a invadir o tecido encefalico e perpetuar a cascata da inflamagéo3'3,
tendo em vista que os neutrofilos também sintetizam mediadores inflamatérios
capazes de modificar os componentes estruturais que mantem a permeabilidade
seletiva da BHE. Desta maneira, controlar o acumulo de neutrdéfilos pode impactar a
disfungéo da BHE e a resposta inflamatéria’®.

Os achados deste estudo apontam que a sepse alterou a permeabilidade da
BHE nas trés estruturas avaliadas. Além disso, notou-se um aumento na atividade
da MPO nos tecidos corticais (cortex pré-frontal e cortex total), indicando o
recrutamento aumentado de neutrofilos para ambas as regides do encéfalo, o que
esta de acordo com achados prévios?3'4-316. Em contrapartida, percebeu-se que o
tratamento com OP preveniu a alteracdo na permeabilidade da BHE e diminiu a
atividade da MPO nos ratos com sepse. Até o momento, estes achados
considerados sao inovadores, tendo em vista a caréncia de evidéncias a respeito do
efeito protetor desempenhado pelo OP na disfuncao cerebral causada pela sepse.
Em érgaos periféricos, no entanto, pesquisas indicam que o OP pode atenuar a
resposta inflamatoéria e a disfungdo hepatica em camundongos?® e a disfungéo
pulmonar em ratos?3, ambos apds a indugéo de sepse.

Nitrito (NO2) e nitrato (NO3’) sdo dois produtos do metabolismo do NO3'7
que desempenham fung¢des importantes em condig¢des fisioldgicas, dentre elas a
participacdo na neurotransmissdo, regulagcdo do sistema imune, plasticidade
sinaptica'® e eliminagdo de O2 para evitar reagdes oxidativos; no entanto, em
circunstancias inflamatérias, a produgcdo de NO pode aumentar drasticamente e
favorecer a nitrosagdo e oxidagéo3'®. Observou-se na atual pesquisa que os
metabdlitos do NO apresentaram uma tendéncia de aumento apds a sepse, embora
sem diferenga estatisticamente significativa, e o tratamento com OP ngo alterou este
marcador.

As citocinas sdo importantes marcadores do processo inflamatério, e as
concentracdes das citocinas IL-1 e IL-10 foram avaliadas neste estudo. IL-1B é uma
citocina com potente agao pro-inflamatoria sintetizada principalmente por mondcitos,
macrofagos, células dendriticas e natural killers®'®. Suas fungdes incluem estimular

células endoteliais a secretarem moléculas de adesdo para recrutar células
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inflamatdrias até o tecido lesionado, induzir a sintese de mediadores inflamatérios
como cicloxigenase (COX)-1 e induzivel NOS (iNOS) e anticorpos3?°. Além disso, IL-
1B pode modular a sobrevivéncia de células neuronais e a memoria hipocampal'®.
Por outro lado, IL-10 é produzida por mondcitos, células Th2 e células B, e apds a
sua ligagcao ao receptor, IL-10 suprime a producao de citocinas pré-inflamatérias e
quimiocinas por células ativadas3?'. E importante ressaltar que a IL-10, mesmo
exercendo papel anti-inflamatorio, as concentragbes desta citocinas estdo elevadas
em individuos com sepse, e esta situacdo é considerada um preditor de severidade
e mortalidade, sugerindo imunossupressio322:323,

Observou-se que a sepse elevou as concentragdes de IL-18 e IL-10 no
hipocampo e coértex total, enquanto que o tratamento com OP reduziu as
concentragdes de IL-13 em todas as estruturas avaliadas e diminuiu os valores
hipocampais de IL-10. Camundongos com insuficiéncia renal aguda apos sepse e
tratados com OP apresentaram aumento nas concentracées de IL-10 no lavado
peritoneal em 24 horas apos a indugao de sepse, enquanto que os valores de IL-1]3
encontraram-se elevados, porém sem significancia estatistica; trés dias apds a
indugdo de sepse este cenario inverteu-se?'. Em ratos com insuficiéncia pulmonar
apoés sepse o tratamento endovenoso com OP reduziu as concentracbes
plasmaticas de IL-10 cinco dias apds a inducdo de sepse?3. A producao de citocinas
apresenta variagao entre os 6rgaos em virtude da susceptibilidade de cada tecido ao
dano causado pela sepse, e o tecido encefalico revela-se altamente susceptivel
devido ao seu elevado conteudo de acidos graxos poli-insaturados e de metais,
demanda aumentada por oxigénio, grande produgao de anion superoxido e peréxido
de hidrogénio, além da sua modesta defesa antioxidante, tornando-se um 6rgéo
rapidamente afetado pela sepse’?4324,

Sabe-se que o OP desempenha funcbes anti-inflamatérias e
imunomodulatérias, no entanto os mecanismos de acdo ainda ndo sao
completamente descitos na literatura. Uma possivel acdo envolve a metabolizagao
do OP em mediadores bioativos anti-inflamatorios??!. Os acidos graxos (AG) n-6
(acido araquidonico; 20:4 n-6) e n-3 podem ser encontrados em fosfolipideos de
membranas celulares e servir como precursores de diferentes mediadores
eicosanoides, como prostaglandias (PGs), tromboxanos e leucotrienos (LTs). Tendo
em vista que células inflamatdrias dispéem de uma elevada propor¢cdo de AG n-6/n-

3, o acido araquiddnico é o principal substrato para a producado de eicosanoides
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primordialmente pro-inflamatdérios. A ingestao de AG n-3 derivados do OP aumenta a
incorporacdo destes nas membranas fosfolipidicas em detrimento do acido
araquidoénico, o que favorece a sintese de eicosanoides com menor capacidade proé-
inflamatoria, por isso os AG n-3 s3o tidos como anti-inflamatérios323,

Outra possivel agao inclui a geragdo de compostos lipidicos responsaveis
por promover e/ou acelerar a resolugcado da inflamacao. Estes compostos derivam
dos AG EPA e DHA e sdo chamados de lipoxinas, resolvinas e protectinas. Tais
mediadores atuam no reestabelecimento da homeostase tecidual sem induzir
imunossupressao, por exemplo ao controlar a infiltracido de leucdcitos, ao ativar a
fagocitose dos macrofagos e apoptose celular e estimular a expressao de moléculas
responsaveis pela defesa antimicrobiana32.

A terceira possibilidade envolve a modulagdo da expressao génica que
decodifica a producdo de mediadores inflamatérios, ao invés de simplesmente
reduzir a producao de eicosanoides. Isso significa que os AG n-3 podem modificar a
atividade de fatores de transcrigdo como o NF-kB e/ou PPAR-y. Em relagdo ao NF-
KB, sua ativagdo acontece por estimulos inflamatorios extracelulares, levando a
sintese de mediadores inflamatérios. Ao contrario, o PPAR-y regula diretamente a
expressao de genes inflamatorios e interfere na ativagao de NF-kB. Desta maneira,
os AG n-3 parecem melhorar a atividade de PPAR-y e negativamente interferir na
ativagdo de NF-kB210.

Nesta pesquisa avaliou-se também o impacto do OP no estresse oxidativo.
O organismo possui sistemas que controlam a produgao de espécies reativas no
sentido de manter suas concentragdes dentro de niveis fisiolégicos. Todavia, este
equilibrio pode ser alterado quando ha um aumento no numero de compostos
sofrendo auto-oxidagdo, reducdo na quantidade de substancias antioxidantes,
inativacao/sintese de enzimas enddgenas antioxidantes ou a combinagao de dois ou
mais destes fatores'?3.

Evidéncias prévias demonstram a ocorréncia de dano oxidativo a proteinas e
lipideos apds a sepse, tanto em orgdos periféricos'16:157.158.327  quanto no SNC'2156,
Foi possivel notar que a carbonilagdo proteica aumentou significativamente em todas
as estrutruras cerebrais, 0 que estd de acordo com outros estudos3'®316 enquanto
que a peroxidacao lipidica ndo se mostrou elevada nos animais com sepse. Apesar
de pesquisas anteriores indicarem achados diferentes, especula-se que tal resultado
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possa ter relacdo com a intensidade da sepse — considerando que se induziu sepse
moderada neste estudo — e a variabilidade animal.

A sepse também altera o sistema antioxidante endogeno. A enzima SOD é
fundamental para a protecdo celular ao catalisar a conversdo do anion superéxido
em peroxido de hidrogénio; posteriormente, a CAT e a GPx transformam o peréxido
de hidrogénio em agua e oxigénio, tornando-as também essenciais para o sistema
antioxidante'®. Nesta pesquisa notou-se que a atividade da CAT teve uma
tendéncia de reducido apds a indugao de sepse, enquanto que a administracdo de
OP néo foi efetiva em prevenir esta alteragdo, apesar de ter elevado a atividade
desta enzima nos animais sham. E importante ressaltar que o cérebro expressa
quantidades muito pequenas de enzimas antioxidantes; além disso, a CAT encontra-
se presente especialmente em eritrocitos e hepatdocitos'?!, o que pode ter
influenciado os resultados aqui apresentados. Ademais, ndo podemos descartar a
possivel influéncia exercida pela enzima GPx nos achados deste estudo, tendo em
vista sua agao similiar com a catalase.

Além das fungbes anti-inflamatérias e imunomodulatérias, o OP também
parece atuar como um composto antioxidante, apesar de tais mecanismos também
serem pouco elucidados na literatura. Em ratos diabéticos, o uso de dieta rica em
OP reduziu marcadores de oxidacdo e estimulou a defesa antioxidante hepatica
aumentando a atividade e expressdo da CAT32, Ratos asmaticos suplementados
oralmente com OP apresentaram aumento na atividade de enzimas antioxidantes e
redugdo de marcadores de oxidagdo no pulmio®?. Resultados semelhantes foram
visualizados em eritrécitos de ratos suplementados com OP330 e em cultura celular
de macrofagos®'. Em humanos, também se visualizou aumento na expressdo de
genes para enzimas antioxidantes apos o uso de OP332 tendo como principal
mecanismo de acéo a ativagdo de PPAR-y333,

Os efeitos da inflamacéo e do estresse oxidativo sobre as concentragdes de
BDNF e a fungéo cognitiva também foram determinados nesta pesquisa. Os testes
de habituagdo ao campo aberto e de reconhecimento de objetos apontaram a
ocorréncia de dano a memodria e ao aprendizado em 10 dias apdés a inducado de
sepse, corroborando com a literatura®'132%  tendo em vista que a inflamagéo
periférica pode afetar severamente o funcionamento do SNC, incluindo a memdéria e
a cognigdo®**. Em contrapartida, animais com sepse tratados com OP apresentaram

comportamento indicativo de fungdo cognitiva sem comprometimento, o que
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corrobora com achados em modelos animais de diabetes33%336 jsquemia cerebral3¥’,
e encefalopatia hepatica338.

O BDNF ¢é a neurotrofina mais abundante do SNC de mamiferos, sendo a
plasticidade sinaptica sua principal fungdo?®’. Assim, o BDNF atua na neurogénese e
sinaptogénese?®®, modula a forga de sinapses ja existentes e contribui para a
formacado de novos contatos sinapticos. Desta maneira, a alteragdo na fungao do
BDNF pode afetar a memdria e o aprendizado®¥°. Biff e colaboradores demonstraram
que a sepse estimula as respostas inflamatérias e oxidativas em 24 horas, e que
isso esteve associado com reducéo nas concentracdes de BDNF e pior performance
cognitiva em 30 dias apds a indugdo da doencga'®. Achados semelhantes foram
visualizados também em 10 dias®'® e 17 dias apds a cirurgia de CLP340. Nao apenas
a sepse, mas outras condicdes que afetam o SNC também interferem nas
concentragbes de BDNF, como meningite®3%7 lesdo cerebral traumatica3®,
derrame3*!, depresséo’*? e esquizofrenia®3. Ainda, a relacdo entre elevadas
concentracdes de citocinas pro-inflamatorioas, reducdo nos valores de BDNF e
alteragdo no funcionamento neuronal hipocampal ja foi descrita®*4, enquanto que o
bloqueio da inflamagé&o parece reverter, ao menos parcialmente, estas alteragdes3+°.

Neste contexto, observou-se que o OP aumentou significativamente as
concentracdes de BDNF no cértex pré-frontal e no hipocampo dos animais com
sepse. Efeitos similares, além da melhora na performance cognitiva, foram descritos
anteriormente em um modelo animal de depressdo®*2. Ratos suplementados com
OP como uma terapia antidepressiva adjuvante apresentaram aumento do volume
hipocampal e da expressdo de BDNF34. Achados interessantes também foram
vistos em modelos de lesdo cerebral traumatica3®* e de estresse de contengdo3®¥.

Os beneficios desempenhados pelo OP nas concentracbes de BDNF
parecem estar relacionados ao fator de transcricdo chamado proteina de ligagao
responsiva ao AMPc (CREB). BDNF liga-se ao seu receptor (receptor de
tropomiosina quinase B — TrkB) e leva a ativacdo de CREB, o qual é um fator chave
na modulagdo da sobrevivéncia celular, memoria e aprendizado302305348  Jg foi
demonstrado que a reducédo de AG n-3 nas membranas celulares, em especial DHA,
resultou em menor ativacdo de TrkB e CREB, possivelmente por diminuicdo na
fluidez da membrana celular e performance de receptores3*°. Além disso, CREB e
NF-kB parecem atuar em oposi¢cao no que diz respeito a funcdo do SNC: enquanto
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CREB é essencial para a plasticidade e crescimento neuronal, NF-kB favorece a
indugao de genes inflamatérios e oxidativos3°.

Considerando a importancia da aplicagao translacional do OP, optou-se por
utilizar o OP como emulséo lipidica enriquecida com d6leo de peixe, em detrimento de
versdes encapsuladas, em especial porque individuos com sepse encontram-se em
situacdo critica, predominantemente internados em unidades de tratamento
hospitalar intensivo; estes individuos costumam receber suporte nutricional por via
enteral e/ou parenteral, em especial dada a dificuldade ou incapacidade de
degluticdo ou absor¢do de nutrientes, o que inviabiliza o uso de capsulas;
Omegaven® é uma emuls3o lipidica para aplicagido parenteral e seu uso tem sido
extensivamente elucidado na literatura como uma boa fonte de AG n-3 para doentes
criticos. Contudo, este estudo possui limitacdes. Neste modelo experimental o OP foi
administrado imediatamente apds a indugao de sepse; na pratica clinica, a sepse
costuma ser diagnosticada horas ou dias apdés seu desenvolvimento. Além disso,
administrou-se Omegaven® por via oral, e ndo por via intravenosa como
recomendado pelo fabricante; optou-se por esta via de administracdo com base em
um estudo prévio que indicou segurancga e efetividade do produto, além de evitar um
segundo e invasivo procedimento cirurgico para inser¢gao de acesso venoso.

Em concluséo, os resultados desta pesquisa demonstram, pela primeira vez,
o efeito desempenhado pela emulsio lipidica rica em 6leo de peixe na diminuicdo da
inflamacédo e do estresse oxidativo no encéfalo de ratos com sepse. Além disso,
evidenciou-se o efeito do OP em elevar as concentracbes de BDNF no coértex pré-
frontal e no hipocampo, duas regides relacionadas aos processos de aprendizado e
memoria, com consequente modulagdo da capacidade cognitiva dos animais com
sepse. Neste sentido, a aplicagdo do OP torna-se de importante relevancia na

pratica clinica.
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CAPITULO 6: ADMINISTRACAO ASSOCIADA DE ACIDO a-LIPOICO E OLEO DE

PEIXE
6.1.RESULTADOS
6.1.1. Determinagoes in vitro
6.1.1.1. Concentragao de citocinas

As concentragdes de citocinas sintetizadas em cultura primaria de microglia
estdo descritas nas Figuras 35A e 35B. Quando estimuladas com LPS, houve
aumento significativo nas concentragdes de IL-1a, IL-183, IL-2, IL-4, IL-6 (Fig. 35A) e
IL-18, INF-y e TNF-a (Fig. 35B). Quando as células foram tratadas
concomitantemente com LPS e a associacao dos nutracéuticos observou-se redugao

significativa nas concentragdes de IL-1a, IL-1p, IL-2, IL-4, IL-18 e IFN-y.



103

#* oo.o #
5
o~ " 777777 4
*H o3 &
O, ™, M7
x
8
R > R R R T
= R > Y AR
FRARS vvv IR RS v»v
x
8
e, * *
%
o,
66?
IFop } F
VVY
o,
")
v
S py p Ay py ps \«\0 - P - S - B - pt T T T T T T T T T T T
o o o o o o o (=]
(eurajoud ap Bw/bd) (eurejoud ap Bw/bd) (eursjoud ap Buy/bd)
g i o
o3 I %, ** %
96 %6
V‘x T‘ v/ V‘x
My~~~ 777777
% QO\V 0 QO\V
x x
& R eA, 8
R R R L RS R R R T
* — RTINS 4, 2 TS —EaaE v
RERRRRRRRRRRE vvv AR R AR vvv
x x
8 8
* & * &, O
O\V O\V
006 006.
gy Ly
(2 (2
% H %
&,
% &y
S, S,
7, ")
) £,
L O W O VW O W O v o % N~ O @M ©IITONTO 0O W o WO WwOoWwOo W o %
4 ¥ ® ® N N - - - v - NWBKL NSO NBWLANONDLAN S
N N N N ™ v v v O © © ©

(eurajoud ap Bwy6d)
[l (eurejoud ap Bwy6d)
Sl

(eurajoud ap Bw/bd)
5 ||



104

0.7+ $
T 1.0-
0.6 §
T \ P
c 0.54 T \ ©
k] %595 \ £
3 7 N §
o & 0.4- 55 ]
9
-2 455555 ™ o
) %% <
=T g3 95 =23
o 74 \ =
= 55 \ g
~ 244427 -
S 0.2 45 \ S
= 9 =
0.1 4 \
0.0
(9
F F & P RS
& \a Ci v ¥ x &
0°° A\ o P v
R
N
*
6 * 1.5 $
1.4
. 1.3 -|' Q
I~ © 1.24 \
© c
< g 117 108 \
2 5 104 9 \ #
- ra 0] T N
< 2 Lo 081 %% \
K Z3T 955555
=23 =5 %77 7z \
= o 95994
o 0.6 %%
E o %%
E 5 0.5 % \
2 g os N
- d 229999
0.3 %7 \
0.2 9
0.1 544555
2 - 9455
@ v Q © 2 R ©
&F F & \96 vyv. & & & 9 &L 3 ?\;. L L
& v? x x V") & Ao * ) v
o el [¢) ] Q x
¢ = o x < v &
NS VoL V K
WV
*
20
*
* *
57
= 154 r T
(= 7% N
b3 480774
7 97 \
- 2299224
o %% \
d 13 4444
s s
L o 101 7 \
=3 %
[=2)
E \
g 125994 \
-~ 555%% \
5% \
%

Figura 35 — Concentragéo de citocinas (A e B) em cultura primaria de microglia co-tratada
durante 24 horas com lipopolissacarideo (LPS), acido a-lipoico (ALA), emulsao lipidica rica
em Oleo de peixe (OP) ou com a associagdo de ALA + OP (Assoc). Dados expressos como
média + desvio-padréo de cultura em triplicada, analisados por one-way ANOVA e pés-teste
de Tukey. * comparado ao controle; #: comparado ao LPS; &: comparado ao LPS+ALA; $:

comparado ao LPS+Assoc.
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6.1.2. Determinagées em 24 horas

6.1.2.1. Concentragao de citocinas

A Figura 36 retrata as concentragdes de TNF-a nas estruturas cerebrais em
24 horas apos a indugao de sepse. A indugao de sepse (grupo CLP+sal) elevou as
concentracdes de TNF-a no cértex total, enquanto que a administracédo isolada de
OP e a associagao de ALA+OP reduziu significativamente estes valores no cortex
dos ratos com sepse (grupos CLP+OP e CLP+Assoc). Nao houve alteragéo

estatisticamente significativa no cortex pré-frontal e hipocampo.

Sham+sal

CLP+sal
@B CLP+ALA
@ CLP+OP
@ CLP+Assoc

TNF-o.
(pg/mg de proteina)

Cortex Pré-frontal Hipocampo

Figura 36 — Concentragdo de TNF-a no cortex total, cértex pré-frontal e hipocampo de ratos
submetidos a sepse polimicrobial e tratados com acido a-lipoico (ALA), emulsao lipidica rica
em O6leo de peixe (OP) ou com a associagdo de ALA + OP (Assoc). Dados expressos como
média + desvio-padrao (n = 5) analisados por one-way ANOVA e pos-teste de Tukey. #:

comparado ao grupo CLP+sal.
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Em relagéo a citocina IL-1B (Fig. 37), observou-se um aumento significativo
nas concentracbes no coértex total e hipocampo dos ratos com sepse, em
comparagdo ao grupo controle (Sham+sal), exceto nos animais do grupo
CLP+Assoc. No cortex pré-frontal, o uso isolado de OP e da associagdo promoveu
menores concentragées desta citocina, em comparagdo ao grupo CLP+sal. No
hipocampo o tratamento com a associagdo reduziu significativamente as

concentragdes de IL-13, em comparagéo ao grupo CLP+sal.

125+
Sham+sal
£ 1004 CLP+sal
% @8 CLP+ALA
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_ 3 50- @B CLP+Assoc
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g 25-
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Cértex Pré-frontal Hipocampo

Figura 37 — Concentragao de IL-1B no cortex total, cortex pré-frontal e hipocampo de ratos
submetidos a sepse polimicrobial e tratados com acido a-lipoico (ALA), emulsao lipidica rica
em Oleo de peixe (OP) ou com a associagdo de ALA + OP (Assoc). Dados expressos como
meédia * desvio-padrao (n = 5) analisados por one-way ANOVA e pés-teste de Tukey. ™
comparado ao grupo Sham+sal; #: comparado ao grupo CLP+sal; $: comparado ao grupo
CLP+Assoc.
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A Figura 38 apresenta os resultados referentes a citocina IL-10 nas trés
estruturas avaliadas. Nao foi observada alteragao estatisticamente significativa para

este parametro.

151
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s CLP+sal
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Figura 38 — Concentracao de IL-10 no cortex total, cortex pré-frontal e hipocampo de ratos
submetidos a sepse polimicrobial e tratados com acido a-lipoico (ALA), emulsao lipidica rica
em Oleo de peixe (OP) ou com a associagdo de ALA + OP (Assoc). Dados expressos como

média + desvio-padrao (n = 5) analisados por one-way ANOVA e pés-teste de Tukey.

6.1.2.2. Atividade da mieloperoxidase

A atividade da enzima MPO esta representada na Figura 39. No cortex total
€ possivel observar que a sepse estimulou o aumento significativo na atividade da
MPO, em comparagdo ao grupo controle (Sham+sal), e que este aumento foi
prevenido apenas com a administragdo da associacdo (grupo CLP+Assoc). No
cortex pré-frontal os tratamentos isolados (grupos CLP+OP e CLP+ALA) e a
associagao (grupo CLP+Assoc) se mostraram efetivos em prevenir o aumento na
atividade da enzima, em comparacao ao grupo CLP+sal. No hipocampo os grupos
tratados com ALA e OP apresentaram valores reduzidos na atividade da MPO, em
comparagao ao grupo CLP+sal, enquanto que o uso da associagao nao se mostrou

efetiva em reduzir a atividade desta enzima.
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Figura 39 - Atividade da MPO no cortex total, cortex pré-frontal e hipocampo de ratos
submetidos a sepse polimicrobial e tratados com acido a-lipoico (ALA), emulsao lipidica rica
em Oleo de peixe (OP) ou com a associagdo de ALA + OP (Assoc). Dados expressos como
meédia * desvio-padrao (n = 5 - 8) analisados por one-way ANOVA e pds-teste de Tukey. ™
comparado ao grupo Sham+sal; #: comparado ao grupo CLP+sal; $: comparado ao grupo
CLP+Assoc.

6.1.2.3. Dano oxidativo a proteina

O dano oxidativo a proteinas esta representado na Fig. 40. Em todas as
estruturas houve aumento nas concentragdes de proteinas carboniladas apods a
inducdo de sepse (grupo CLP+sal). No cértex total e hipocampo os tratamentos
isolados (grupos CLP+OP e CLP+ALA) e a associagao (grupo CLP+Assoc)
reduziram significativamente as concentragdes deste marcador. No cortex pré-frontal
houve reducdo das proteinas carboniladas com a administracdo de OP e da

associacao.
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Figura 40 — Concentragéo de proteinas carboniladas no cortex total, cortex pré-frontal e
hipocampo de ratos submetidos a sepse polimicrobial e tratados com acido a-lipoico (ALA),
emulsao lipidica rica em 6leo de peixe (OP) ou com a associagao de ALA + OP (Assoc).
Dados expressos como média + desvio-padrao (n = 5 - 8) analisados por one-way ANOVA e

pos-teste de Tukey. *: comparado ao grupo Sham+sal; #: comparado ao grupo CLP+sal.

6.1.2.4. Atividade de enzimas antioxidantes

As atividades das enzimas antioxidantes SOD e CAT estao ilustradas nas
Figuras 41A e B, respectivamente. Em relacdo a SOD, notou-se que o uso isolado
de OP (grupo CLP+OP) aumentou significativamente a atividade desta enzima no
cortex pré-frontal, em comparagao aos grupos CLP+sal e CLP+ALA. No hipocampo
a sepse (grupo CLP+Sal) reduziu significativamente a atividade da SOD, enquanto
que o tratamento com ALA (grupo CLP+ALA) aumentou significativamente este
marcardor. No cortex total nao houve diferenga significativa.

Considerando a CAT, houve reducao da atividade desta enzima no cortex
total de todos os grupos com sepse, em comparagdo aos animais controle (grupo
Sham+sal). No coértex pré-frontal e no hipocampo o uso da associagdo (grupo
CLP+Assoc) aumentou significativamente a atividade da CAT, em comparagao ao

grupo CLP+sal.
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Figura 41 — Atividade das enzimas SOD (A) e CAT (B) no cortex total, cértex pré-frontal e
hipocampo de ratos submetidos a sepse polimicrobial e tratados com acido a-lipoico (ALA),
emulsao lipidica rica em o6leo de peixe (OP) ou com a associagao de ALA + OP (Assoc).
Dados expressos como média + desvio-padrao (n = 5 - 8) analisados por one-way ANOVA e
pos-teste de Tukey. * comparado ao grupo Sham+sal; #: comparado ao grupo CLP+sal; $:

comparado ao grupo CLP+Assoc; &: comparado ao grupo CLP+ALA.

6.1.3. Determinagoes em 10 dias

6.1.3.1. Sobrevida

A Figura 42 apresenta a analise de sobrevida. Observou-se que o grupo

controle (Sham+sal) teve 90% de sobrevida durante os 10 dias de
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acompanhamento. Os animais dos grupos CLP+sal e CLP+ALA apresentaram
menor sobrevida (75% e 66%, respectivamente), enquanto que os animais com
sepse tratados com OP (CLP+OP) apresentaram 93% de sobrevida e aqueles
tratados com a associagdo (CLP+Assoc) apresentaram 100% de sobrevida. Nao

houve diferenca significativa na comparagao entre os grupos.
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Figura 42 - Curva de Kaplan-Meier para analise de sobrevida de ratos (n = 10) submetidos a
sepse polimicrobial e tratados com acido a-lipoico (ALA), emulsao lipidica rica em 6leo de

peixe (OP) ou com a associagao de ALA + OP (Assoc), acompanhados por 10 dias. Dados

analisados por long-rank.
6.1.3.2. Concentragao de BDNF

A Figura 43 descreve os resultados referentes a concentragdo de BDNF nas
estruturas avaliadas em 10 dias ap6s a inducéo de sepse. E possivel observar que a
administracdo da associagéo elevou significativamente as concentragcbes de BDNF

em todas as estruturadas avaliadas, em comparagao ao grupo CLP+sal.
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Figura 43 — Concentragdo de BDNF no cortex total, cortex pré-frontal e hipocampo de ratos
submetidos a sepse polimicrobial e tratados com acido a-lipoico (ALA), emulsao lipidica rica
em oleo de peixe (OP) ou com a associagado de ALA + OP (Assoc). Dados expressos como
média * desvio-padrdo (n = 5 - 8) analisados por ANOVA e pos-teste de Tukey. ™
comparado ao grupo Sham+sal; #: comparado ao grupo CLP+sal; $: comparado ao grupo
CLP+ALA; &: comparado ao grupo CLP+OP.

6.1.3.3. Teste de habituacdo em campo aberto

O comportamento dos animais no teste de habituagdo em campo aberto esta
representado nas Figuras 44 e 45. Observou-se que o grupo CLP+sal nao
apresentou diferenca estatisticamente significativa no numero de crossings (Fig. 45)
entre as sessdes de treino e de teste. No entanto, os animais dos grupos Sham-+sal,
CLP+ALA e CLP+Assoc apresentaram uma reducgdo significativa no numero de
crossings na sessao de teste, comparada a sessao de treino.

Em relagdo ao numero de rearings (Fig. 46), ndo houve diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos avaliados.
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Figura 44 — Numero de crossings no teste de habituagdo ao campo aberto de ratos
submetidos a sepse polimicrobial e tratados com acido a-lipoico (ALA), emulsao lipidica rica
em Oleo de peixe (OP) ou com a associagdo de ALA + OP (Assoc). Dados expressos como
média * desvio-padrao (n = 10) analisados por ANOVA e pds-teste de Tukey. *: comparado

a sessao de treino.
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Figura 45 — Numero de rearings no teste de habituacdo ao campo aberto de ratos
submetidos a sepse polimicrobial e tratados com acido a-lipoico (ALA), emulsao lipidica rica
em oleo de peixe (OP) ou com a associagado de ALA + OP (Assoc). Dados expressos como

meédia * desvio-padrao (n = 10) analisados por ANOVA e pds-teste de Tukey.
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6.1.3.4. Teste de reconhecimento de objetos

A Figura 46 ilustra os resultados da avaliagdo da memoria de curta duragao
no teste de reconhecimento de objetos, avaliada por meio do tempo dispendido para
explorar diferentes objetos entre as sessbes de treino e de teste (1,5 horas apos o
treino). Percebeu-se que os animais com sepse (grupo CLP+sal) e tratados com OP
(grupo CLP+OP) ndo apresentaram diferenga significativa no tempo de exploragéo,
enquanto que os animais controle (grupo Sham+sal) e os ratos tratados com ALA e

com a associagao dispenderam maior tempo para explorar o novo objeto.
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Figura 46 — indice de reconhecimento de objetos em curta duragdo (STM) em ratos
submetidos a sepse polimicrobial e tratados com acido a-lipoico (ALA), emulsao lipidica rica
em oleo de peixe (OP) ou com a associagado de ALA + OP (Assoc). Dados expressos como
mediana [intervalo interquartil] (n = 10) analisados pelos testes de Mann Whitney e

Wilcoxon. * comparado a sessao de treino.

A Figura 47 exibe os resultados da avaliagdo da memoaria de longa duragao
no teste de reconhecimento de objetos (24 horas apos a sessdo de treino).
Observou-se que o0s animais com sepse (grupo CLP+sal) dispenderam tempos
similares para explorar os objetos nas sessdes de treino e teste, o que indica
alteracdo de memoria. Todavia, animais controle (grupo Sham+sal) e com sepse
tratados com ALA e com a associacdo demonstraram explorar por mais tempo o
novo objeto durante a sessdo de teste, indicando adequado funcionamento

cognitivo.
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Figura 47 — indice de reconhecimento de objetos em longa duracdo (LTM) em ratos
submetidos a sepse polimicrobial e tratados com acido a-lipoico (ALA), emulsao lipidica rica
em Oleo de peixe (OP) ou com a associagdo de ALA + OP (Assoc). Dados expressos como
mediana [intervalo interquartil] (n = 10) analisados pelos testes de Mann Whitney e

Wilcoxon. * comparado a sessao de treino.

O Quadro 3 ilustra a sintese dos resultados obtidos com o estudo sobre o

efeito da associacao dos nutracéuticos na disfuncao cerebral associada a sepse.

Quadro 3 — Sintese dos resultados do estudo da associagao.

Cortex Pré-frontal Hipocampo
Variavel
ALA | OP | Assoc | ALA | OP | Assoc | ALA | OP | Assoc
TNF-a ! !
IL-1B l | |
IL-10
MPO } ) ) ! ! }
Carbonil l l l l l ! l l
SOD 1 1
CAT 1 1 1 1
BDNF 1 N 1

Legenda: ALA, CLP+ALA; OP, CLP+OP; Assoc, CLP+Assoc; (1 ou |) p<0,05 versus
CLP+sal.
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6.2 DISCUSSAO

A pesquisa atual avaliou a capacidade neuroprotetora desempenhada pela
associacdo de dois nutracéuticos, o acido a-lipoico e o oleo de peixe, sobre
marcadores inflamatorios in vitro e in vivo, indicadores de estresse oxidativo e de
funcao cognitiva em ratos submetidos a um modelo de sepse polimicrobiana. Tendo
em vista o papel predominantemente antioxidante desempenhado pelo ALA, bem
como a acgao anti-inflamatéria proporcionada pelo OP, observou-se que o uso
associado dos nutracéuticos diminuiu as concentragbes de citocinas pro-
inflamatdrias e o infiltrado de neutrdéfilos, minimizou o dano oxidativo a proteinas,
enquanto elevou a atividade de enzima antioxidante. Ainda, a associacdo aumentou
as concentracdes de neurotrofinas e preveniu o dano a memoaria e aprendizado.

Sabendo que a encefalopatia associada a sepse é uma disfuncéo
caracterizada pela deterioragdo aguda e reversivel do estado mental que afeta, em
especial, aspectos comportamentais, cognitivos, de atengdo e consciéncia®®, e
tendo em vista a ocorréncia de alteracbes neuroinflamatoérias na sepse,
principalmente a ativagcdo endotelial e microglial e o recrutamento de células
leucocitarias®®'3%2, buscou-se inicialmente deteminar a capacidade anti-inflamatéria
da associagao dos nutracéuticos em cultura celular de microglias ativadas por LPS.
A ativagdo com LPS na dose de 100 pg/mL estimulou a produgéo de interleucinas,
dentre elas IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-6 e IL-18, além de INF-y e TNF-a. Quando
simultaneamente estimuladas por LPS e tratadas com a associacdo dos
nutracéuticos houve redugao nas concentragdes microgliais de IL-1qa, IL-183, IL-2, IL-
4, 1L-18 e INF-y, enquanto que IL-6 e TNF-a permaneceram em valores proximos ao
apresentado pelo grupo LPS. Resultados positivos também foram visualizados no
experimento in vivo, ja que a administracdo da associagéo reduziu as concentragdes
corticais de TNF-a e diminuiu as concentragdes de IL-18 no coértex pré-frontal e
hipocampo, em comparagao aos animais do grupo CLP+sal.

As citocinas sdo componentes essenciais da inflamagéo, pois regulam a
resposta do sistema imunoldgico frente ao processo infeccioso. As interleucinas IL-
1a, IL-1B e IL-6 e o fator TNF-a estdo envolvidos na resposta inflamatéria inicial e
estimulam a produgcdo de novos mediadores capazes de recrutar células
inflamatorias3%3. Estas citocinas podem ser produzidas perifericamente ou no SNC,

especificamente por neurbnios e por células gliais, onde intermediardo a
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neuroinflamacgé&o e a resposta ao dano tecidual®?®. Ja a interleucina IL-18 favorece a
sintese de IFN-y por diversas células do sistema imune, como as Natural Killers (NK)
e células T CD4 e CD8. Demonstrou-se que concentracdes elevadas de IL-18 e IFN-
y estdo associadas com pior prognostico clinico e a severidade da sepse®?'. Em
relagdo a IL-6, demonstrou-se associacdo entre a ocorréncia de delirium em seres
humanos e o aumento nas concentragcdes plasmaticas e liquodricas desta
citocina3%43%5,

O LPS, uma endotoxina derivada de componentes da parede celular
bacteriana, estimula a ativacdo de cascatas pro-inflamatérias e a sintese de
mediadores inflamatérios, como TNF-a e IL-1, ao se ligar a receptores Toll-like tipo
4 (TLR4)%6. Sabe-se que tais mediadores inflamatorios produzidos perifericamente
podem incitar o inicio da resposta inflamatéria no SNC por meio de trés vias: i) por
receptores axonais do nervo vago que detectam a inflamagao visceral; ii) pela
entrada facilitada de citocinas em regides do SNC deprivadas de BHE, chamadas de
orgaos circunventriculares; e iii) pela interagdo direta de mediadores inflamatorios
com receptores localizados nas células endoteliais da BHE, levando a uma cascata
de ativagdo celular no SNC'96:357 incluindo a microglia®*28,

As células microgliais podem ser ativadas em diferentes fendtipos, sendo o
tipo M1 responsavel pela producido de mediadores inflamatérios e por acdes
neurotoxicas, e o tipo M2 envolvido em fungdes remodeladoras e de reparo3®®. No
entanto, a ativagcdo microglial descompensada leva a sintese excessiva de citocinas
€ espécies reativas, as quais exacerbam a neuroinflamacao. Por isso, a modulagao
da resposta inflamatéria gerada por microglias ativadas contribui para atenuar a
neuroinflamagdo3%. Neste sentido, observou-se que o tratamento in vitro com a
associacao dos nutracéuticos foi efetivo em diminuir as concentragdes de citocinas,
modulando a resposta inflamatdéria microglial. Estudos prévios em culturas celulares
demonstraram o papel anti-inflamatério desempenhado pelo ALA2?73-27535% ¢ qual
pode atuar de maneira complementar ao ja elucidado agente anti-inflamatorio éleo
de peixe360-363,

Outro marcador de resposta inflamatéria € o recrutamento de neutrofilos.
Estas células sao os principais intermediarios do sistema imune a serem recrutados
até o tecido inflamado em resposta a infecgdo®’, além de serem capazes de
sintetizar mediadores inflamatdrios, como produtos oxidantes, proteases e

armadilhas extracelulares®. A produgdo da enzima mieloperoxidase (MPO) é
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considerada um marcador da infiltragdo tecidual de neutréfilos?*4. Esta informacgéo é
de fundamental importancia, considerando que os neutrdfilos sao células préprias do
tecido sanguineo®*, e a infiltragdo destas no SNC acontece devido a alteragdo na
permeabilidade da barreira hematoencefalica3®®. Durante quadros de inflamacéo
sistémica, como na sepse, o infiltrado de neutrdfilos pode ser exacerbado ou
inapropriado em diferentes tecidos3%®. No presente estudo a sepse (grupo CLP+sal)
aumentou significativamente a atividade da MPO nas trés estruturas cerebrais
avaliadas, corroborando com os resultados encontrados para o uso isolado do OP e
de estudos prévios31%:367.368 A associacdo dos nutracéuticos mostrou-se efetiva em
reduzir a atividade da MPO em ambas as estruturas corticais, enquanto que os usos
isolados de ALA e de OP foram efetivos no cortex pré-frontal e hipocampo.

Os neutrdfilos ativados sao importantes fontes de producédo de EROs e
ERNs, como anion superéxido, peroxido de hidrogénio, radical hidroxil, acido
hipocloroso e 6xido nitrico, e tais espécies podem ser sintetizadas pelas vias da
NADPH oxidase e da o6xido nitrico sintase (NOS), bem como pela agdo catalitica
desepenhada pela enzima MPO3°, A produgdo exacerbada de espécies reativas
estd intimamente relacionada com a ocorréncia de dano oxidativo a estruturas
celulares’?. Nesta pesquisa as concentragbes de proteinas carboniladas foram
utilizadas como marcador de dano oxidativo, e foi possivel observar valores
significativamente aumentados nos animais com sepse (grupo CLP+sal). A formagéo
de carbonil é relativamente dificil de ser induzida, em comparacdo a outras
formacodes proteicas derivadas da oxidacdo, por isso este marcador pode indicar a
severidade do processo oxidativo celular e até disfuncdo proteica®’®. Foi possivel
observar que a administracdo associada dos nutracéuticos exerceu papel positivo na
prevencdo do dano oxidativo a proteinas nas trés estruturas cerebrais, o que
corrobora com achados prévios com o uso dos compostos isolados?'?2117 e com a
associagdo do OP a diferentes antioxidantes®7".372,

Durante a sepse é possivel observar alteragbes na atividade de enzimas
antioxidantes enddégenas, como a SOD e a CAT'%. Estas enzimas possuem agdes
complementares, sendo a atividade da SOD determinante na transformag¢do do
anion superoéxido em peroxido de hidrogénio, enquanto a CAT transforma o peréxido
de hidrogénio em agua e oxigénio. Isto significa que o aumento na atividade da SOD
sem o concomitante aumento da atividade enzimatica da CAT pode favorecer o dano

oxidativo pelo aumento nas concentragcbes de peroxidos livres para reagirem com
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lipideos e metais'’®. Apesar de ndo ter promovido alteragdes significativas na
atividade da SOD, observou-se que o tratamento com a associacdo dos
nutracéuticos aumentou a atividade da CAT no cortex pré-frontal e no hipocampo
dos animais com sepse. Desta maneira, os resultados desta pesquisa demonstram
acdes complementares da SOD e da CAT, especialmente no cortex pré-frontal e no
hipocampo.

Evidéncias apontam que a neuroinflamacdo e o dano oxidativo visualizados
agudamente influenciam a produgé&o de neurotrofinas e a capacidade cognitiva em
longo prazo®-3%7. Neste sentido, objetivou-se determinar as concentragbes de BDNF
em 10 dias apés a cirurgia de CLP. Foi possivel observar que a administracdo da
associagao de nutracéuticos aumentou significativamente as concentragbes de
BDNF em todas as estruturas avaliadas. Isto refletiu na fungé&o cognitiva, avaliada
também em 10 dias apds a indugao de sepse por meio dos testes de habituacdo ao
campo aberto e de reconhecimento de objetos. Notou-se que a administragdo da
associacdo, bem como de ALA isolado, preveniu o dano a memoéria e ao
aprendizado, ja que os animais apresentaram comportamento condizente com
funcdo cognitiva sem comprometimento. Resultados similares foram visualizados
com a administracao de OP e acido ferulico®”! e de OP e quercetina®’3.

Em relacdo a sobrevida, observou-se que a administracdo da associagao
dos nutracéuticos promoveu 100% de sobrevida, enquanto que o0s animais com
sepse sem tratamento (grupo CLP+sal) apresentaram 75% de sobrevida. N&do houve
diferenga estatistica na comparagao entre os grupos, diferentemente do encontrado
por Li et al. (2014)'92 e Kérner et al. (2018)%74. E importante ressaltar a auséncia de
mortalidade no grupo com sepse e tratado com a associagdo dos nutracéuticos,
tendo em vista que os tratamentos isolados ndo foram capazes de prevenir a
mortalidade, apesar da notavel melhora nos parametros neuroquimicos.

Considerando os efeitos antioxidantes desempenhados pelo ALA
previamente descritos, bem como o papel anti-inflamatério desempenhado pelo OP
e reconhecidamente elucidado na literatura; o envolvimento da inflamacéo e do
estresse oxidativo no desenvolvimento da disfuncio cerebral associada a sepse; e a
auséncia de publicacdes cientificas avaliando o sinergismo da associagao destes
nutracéuticos sobre o SNC de roedores afetados pela sepse, este estudo pode ser
considerado inovador. O mecanismo de agado sinérgia entre os dois compostos

requer aprofundamento; no entanto, uma das possiveis causas seria a protecao
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exercida pelo ALA contra a oxidacdo do 6leo de peixe. Sabe-se que os acidos
graxos encontrados no OP possuem insaturagbes na cadeia carbbnica, o que os
predispdem a oxidacdo por espécies reativas e, consequentemente, producao de
produtos da peroxidacdo lipidica®”®, o que pode contribuir para a mortalidade378.
Dados que corroboram esta relagao protetora foram demonstrados em um modelo
de dieta lipogénica3’’.

Em conclusdo, os achados deste estudo apontam o efeito sinérgico
desempenhado pela associagado do acido a-lipoico e do 6leo de peixe na diminui¢cao
da neuroinflamacdo e do estresse oxidativo, além do aumento na producido de
neurotrofinas e na protecdo da capacidade cognitiva em ratos com disfuncao

cerebral associada a sepse.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo teve como objetivo determinar os efeitos isolados e
associados dos nutracéuticos acido a-lipoico e dleo de peixe sobre a mortalidade e
parametros neuroinflamatérios, neuroquimicos e comportamentais em ratos com
disfuncéo cerebral associada a sepse. Embora a aplicagao isolada dos nutracéuticos
tenha gerado resultados positivos em estruturas especificas do encéfalo, os achados
obtidos permitem concluir que, de uma maneira geral, o tratamento com a
associacao dos nutracéuticos parece desempenhar papel superior na diminuigao da
resposta neuroinflamatéria e na reducdo de marcadores de estresse oxidativo,
acompanhado do aumento nas concentragdes de neurotrofina e prevengao do dano

a memoria e ao aprendizado em ratos com sepse.

7.1. PERSPECTIVAS FUTURAS

O avanco nas pesquisas cientificas acerca da disfuncéo cerebral associada
a sepse é de grande relevancia, tendo em vista a dificuldade em estabelecer os
mecanismos fisiopatolégicos que intermeiam o desenvolvimento da doenga, o que
reflete na ocorréncia de divergéncias diagndsticas e ineficacia de inumeras terapias.

Considerando a auséncia de pesquisas aplicando tais nutracéuticos na
avaliagdo do SNC de ratos submetidos a sepse, este estudo revelou-se inovador.
Tem-se como expectativa que o conhecimento sobre os mecanismos de ag¢ao dos
nutracéuticos testados possa ser aprofundado. Espera-se, ainda, que os achados
atuais possam fornecer dados uteis para a replicacéo de estudos em outros modelos

pré-clinicos e, futuramente, em humanos.
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