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RESUMO  

 

 

Introdução: Pacientes idosos submetidos a procedimentos cirúrgico, como cirurgia 

ortopédica, frequentemente desenvolvem Disfunção Cognitiva Pós-operatória 

(DCPO). A DCPO refere-se a distúrbios que afetam a orientação, atenção, percepção 

e consciência.  Os mecanismos propostos são multifatoriais. Recentemente, 

receptores que formam complexos proteicos, chamados inflamassomas foram 

identificados. Nesse sentido o inflamassoma NLRP3 pode estar envolvido com a 

exacerbação da resposta inflamatória após o procedimento cirúrgico ortopédico.  

Objetivo: Investigar o envolvimento da ativação de NLRP3 nos mecanismos 

associados à DCPO de ratos idosos comparados a jovens em um modelo 

experimental de fratura da tíbia (FT). 

Métodos: Ratos Wistar machos adultos e idosos, foram submetidos ao modelo de FT. 

Após a FT os animais receberam salina ou inibidor de formação de inflamassoma 

NLRP3 (MCC950, 140 ng/kg) via intracerebroventricular. Após sete dias, os grupos 

controle (sham) e FT tratados com MCC950 ou salina, foram submetidos a avaliação 

da função cognitiva por meio do teste de reconhecimento de objetos, sobrevivência, 

atividade de mieloperoxidase, concentração de nitrito/nitrato (N/N); dano oxidativo a 

lipídios e proteínas; a atividade de enzimas antioxidantes (superóxido dismutase-SOD 

e catalase-CAT), enzimas da cadeia respiratória mitocondrial e a atividade da 

succinato desidrogenase (SDH) no hipocampo e córtex pré-frontal.  

Resutados: MCC950 restaurou o comprometimento da memória, elevação de N/N e 

peroxidação lipídica no hipocampo e córtex pré-frontal, bem como preservou a 

atividade de CAT no córtex pré-frontal em ratos idosos. Adicionalmente na mesma 

idade reverteu a alteração da atividade do complexo I em ambas as regiões cerebrais 

e II, IV e SDH no córtex pré-frontal.  

Conclusão: A ativação de NLRP3 está associada ao comprometimento da memória 

de longo prazo, estresse oxidativo e disfunção mitocondrial em ratos idosos 

submetidos a um modelo experimental de FT. 

 

Descritores:  Disfunção cognitiva pós-operatória, NLRP3, Estresse oxidativo, Cadeia 

respiratória mitocondrial. 

 



 

ABSTRACT  

 

 

Introduction: Elderly patients undergoing surgical procedures, such as orthopedic 

surgery, develop Postoperative Cognitive Dysfunction (POCD). POCD refers to disturb 

affecting orientation, attention, perception, and consciousness. The proposed 

mechanisms are multifactorial. Recently, receptors that form protein complexes, called 

inflammasomes have been identified. This sense the NLRP3 inflammasome may be 

involved with the exacerbation of the inflammatory response after orthopedic surgical 

procedure.  

Objective: To investigate the involvement of NLRP3 activation in the mechanisms 

underlying POCD in aged compared to young rats in an experimental tibial fracture 

model (TF). 

Methods: Aged, adult male Wistar rats were subjected to the TF model. After TF the 

animals received saline or NLRP3 inflammasome formation inhibitor (MCC950, 140 

ng/kg) via intracerebroventricular. After seven days, the control (sham) and FT groups 

treated with MCC950 or saline, underwent assessment of cognitive function by object 

recognition test, survival, myeloperoxidase activity, nitrite/nitrate (N/N) concentration; 

oxidative damage to lipids and proteins; the activity of antioxidant enzymes 

(superoxide dismutase-SOD and catalase-CAT), mitochondrial respiratory chain 

enzymes and the activity of succinate dehydrogenase (SDH) in hippocampus and 

prefrontal cortex.  

Results: MCC950 restored memory impairment, N/N elevation and lipid peroxidation 

in hippocampus and prefrontal cortex, as well as preserved CAT activity in prefrontal 

cortex in aged rats. Additionally at the same age it reversed the altered complex I 

activity in both brain regions and II, IV and SDH activity in prefrontal cortex.  

Conclusion: NLRP3 activation is associated with impaired long-term memory, 

oxidative stress and mitochondrial dysfunction in aged rats submitted to an 

experimental model of TF. 

 

Keywords: Postoperative cognitive dysfunction, NLRP3, Oxidative stress, 

Mitochondrial respiratory chain. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

A disfunção cognitiva pós-operatória (DCPO) é definida por um declínio no 

desempenho cognitivo avaliado por testes neuropsicológicos antes e após um 

procedimento cirúrgico e a exposição à anestesia1. A complicação da DCPO esta 

associada com o aumento da morbidade e mortalidade, principalmente em pacientes 

idosos2. Há muitas controvérsias em relação à DCPO desde o seu diagnóstico até as 

reais implicações para o paciente, e sua alta incidência é encontrada principalmente 

após procedimentos cardíacos e ortopédicos2,3. 

A população mundial está envelhecendo e o número de idosos submetidos à 

procedimentos cirúrgicos aumentam constantemente4. Mundialmente, estima-se que 

50% de todos os idosos sejam submetidos a pelo menos um procedimento cirúrgico 

e a DCPO é a uma das complicações mais comuns e pouco compreendida5.  

A DCPO pode ser detectada dias a semanas após o procedimento cirúrgico, 

podendo se tornar permanente5,6. Dessa forma, os idosos estão mais propensos para 

desenvolver a DCPO, que inclui perda de memória, concentração ou 

comprometimento da atenção, alterações estas associadas com o aumento da 

mortalidade5,7. 

O próprio processo natural de envelhecimento acarreta em alterações 

morfológicas, fisiológicas e bioquímicas no sistema nervoso central (SNC), com 

prejuízo de suas  funções8. Devido a estas alterações, há uma redução da capacidade 

do idoso para lidar com o estresse associado à cirurgia, anestesia e internação3.  

Dados conclusivos sobre a etiologia da DCPO ainda não foram determinados.  

Entretanto, sabe-se que os procedimentos cirúrgicos causam uma resposta de 

estresse sistêmico, o que leva à liberação de hormônios neuroendócrinos e uma 

resposta inflamatória9. Estudos pré-clínicos indicam que mecanismos, incluindo as 

vias humoral, celular e neural, possuem relação com a comunicação bidirecional entre 

o sistema imunitário e o cérebro após a cirurgia. O envolvimento da resposta 

neuroinflamatória com comprometimento da barreira hematoencefalica (BHE), 

consequentemente provoca estresse oxidativo e disfunção mitocondrial ocasionando 

dano cerebral10–15.  

Tendo por base que a resposta inflamatória seria o ponto inicial da DCPO, todo 

o sistema imune inato, composto por células efetoras como macrófagos, neutrófilos e 
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células dendríticas, estaria envolvido na fisiopatologia dessa disfunção. Essas células 

possuem receptores expressos em sua superfície chamados de receptores de 

reconhecimento padrão (RRPs; do inglês, Pattern Recognition Receptors), que são 

capazes de reconhecer estruturas moleculares presentes em microorganismo ou após 

a lesão celular16,17.  

Alguns receptores do tipo Toll-like (TLRs; do inglês, Toll Like Receptors) assim 

como os receptores do tipo domínio de ligação e oligomerização de nucleotídeos 

(NOD; do inglês, nucletide binding and oligomerization domain) conhecidos por 

formarem inflamassomas, encontram-se no citoplasma de diferentes células imunes 

e ambos atuam como RRPs18,19. A ativação destes receptores gera respostas imunes 

importantes para a defesa do hospedeiro e reparo tecidual19.  

Nesse espectro, o inflamassoma é um complexo que contém receptores do tipo  

NOD ou também chamados NLRs  (do inglês, NOD-like receptors) que além de 

reconhecerem os padrões moleculares associados ao patógenos (PAMPs; do inglês, 

pathogen-associated molecular patterns), reconhecem padrões moleculares 

associados a danos (DAMPs; do inglês, damage-associated molecular patterns)16. A 

ativação destes receptores é crucial para a ativação de respostas inflamatórias 

durante o dano, como já verificado em processos como a isquemia e a sepse20. 

Dentre os NLRs, existem vários membros (NLRP1, NLRP2, NLRP3, NLRC4, 

NLRP6, NLRP7 e NLRP12) capazes de formar inúmeros complexos de 

inflamassomas21. No entanto, o  NLRP3 é o receptor mais bem descrito desta 

família22. Trata-se de um complexo proteico citosólico estruturalmente composto pela 

molécula NLRP3, uma proteína adaptadora, proteínas semelhantes a partícula 

apoptótica contendo domínio de recrutamento de caspase (ASC do inglês, Apoptosis-

associated speck-like protein containing a caspase-recruitment domain) com domínio 

N-terminal e pela pró-caspase-123.  

Alguns estudos sugerem que a presença de espécies reativas de oxigênio 

(EROs) levam à ativação do inflamassoma NLRP3 e, portanto, as EROs exercem um 

efeito sobre a ativação da resposta inflamatória24,25.  Nesse sentido, mesmo que o 

inflamassoma NLRP3 possua um papel importante na regulação da imunidade inata26, 

em contrapartida, sabe-se do seu envolvimento sobre a resposta inflamatória 

desregulada e a sua associação a gênese de doenças inflamatórias26. 

Portanto, sabendo que a fisiopatologia da DCPO esta associada ao estresse 

oxidativo15 e à neuroinflamação persistente27, tem-se como hipótese no presente 
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estudo que a ativação da via regulada pelo inflamassoma NRLP3 possua influência 

sobre tais alterações cerebrais associadas à DCPO. Dessa forma com o presente 

estudo, pretendeu-se responder a hipótese proposta trazendo novas perspectivas 

mecanísticas da fisiopatologia da DCPO como pela via regulada pelo NLRP3.  

 

1.1 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

1.1.1 Definição e epidemiologia da DCPO 

 

A DCPO é uma complicação grave na função cognitiva após procedimentos 

cirurgicos28. Refere-se a uma deterioração da função intelectual associada à cirugia, 

comprometendo o processamento de informações, incluindo tarefas mentais como: 

atenção, raciocínio e memória, impedindo o indivíduo de adquirir conhecimento e 

solucionar problemas, quantificados por testes neuropsicológicos29. Em casos mais 

graves, apresenta confusão, alucinações e delírios30. 

Idealmente, os testes de avalição neurofuncional  devem ser realizados antes 

e após um procedimento cirúrgico e exposição a anestesia29,31. Além disso, os 

pacientes com disfunção cognitiva anterior a DCPO parecem ter um risco maior de 

morte a longo prazo, realocações hospitalares, comprometimento cognitivo até cinco 

anos após a cirurgia, gerando um impacto na qualidade de vida32,33. Ainda, a 

hospitalização como extensão da cirurgia e resposta inflamatória sistêmica podem 

contribuir para a DCPO3.  

De fato, uma cirurgia pode levar ao declínio cognitivo transitório em pacientes 

de todas as faixas etárias, mas a persistência da DCPO é observada principalmente 

em pacientes idosos27. Aproximadamente cerca de 30% da população idosa em 

países desenvolvidos é exposta a um episódio de anestesia anualmente e a 

prevalência de transtornos neurocognitivos em pacientes com mais de 65 anos varia 

entre 20% e 34%34.  

Além disso, a incidência relatada de disfunção cognitiva em idosos é de 

aproximadamente 6,8% após cirurgias menores, e aproximadamente 10% dos idosos 

submetidos à cirurgia irão desenvolver DCPO, aumentando à medida que os 

pacientes idosos necessitem de novos procedimentos cirúrgicos35. A DCPO está 

relacionada com uma alta incidência após um procedimento cirúrgico ortopédico3,36. 
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Dentro de alguns grupos de alto risco, como pacientes com fratura de quadril, varia 

de 16 a 62%37–39. 

A cirurgia ortopédica é realizada rotineiramente, especialmente em idosos, para 

melhorar a qualidade de vida e reparar lesões ósseas comuns40,41. No entanto, até 

50% dos pacientes de cirurgia ortopédica com mais de 65 anos de idade apresentam 

comprometimentos neurológicos por cirurgia e anestesia geral, levando a um declínio 

cognitivo persistente40,41. Além disso, a capacidade de curar e regenerar tecidos após 

a cirurgia diminui com a idade e pode afetar a qualidade do reparo da fratura e até a 

integração óssea dos implantes40. Isso se correlaciona com um mal prognóstico, ou 

seja, aumenta o risco de mortalidade nos primeiros meses, declínio funcional 

persistente e aumento do tempo de internação hospitalar42–44. 

Alguns fatores de risco são sugeridos na gênese da DCPO em relação às 

cirurgias ortopédicas, incluindo idade avançada, complicações tromboembólicas, 

influência da terapia medicamentosa para dor no período pós-operatório e 

imobilização prolongada resultante de fraturas dos ossos longos40,45. Estudos 

mostram que a DCPO esta associada a uma resposta inflamatória sistêmica à 

cirurgia34,46–48, que também tem sido descrita em cirurgias ortopédicas, como 

artroplastia6,41.  

Ademais, pesquisas indicam que a neuroinflamação e o estresse oxidativo são 

mecanismos determinantes para o desenvolvimento da DCPO em pacientes idosos 

concentrando-se principalmente sobre o comprometimento do hipocampo27,49. Após a 

cirurgia, a disfunção endotelial, a ruptura da BHE e a infiltração periférica de 

macrófagos, contribuem para a neuroinflamação aguda do hipocampo11,50. Entretanto, 

apesar dos fatores identificados, ainda não existem evidências suficientes sobre os 

mecanismos responsáveis pela DCPO em idosos40. 

 

1.1.2 Fisiopatologia da DCPO 

1.1.2.1 Inflamação Periférica a Neuroinflamação 

 

A neuroinflamação, processos de estresse oxidativo, hipóxia cerebral, 

neurotoxicidade, alterações da neurotransmissão colinérgica e alteração da 

permeabilidade da BHE, estão envolvidos na fisiopatologia da DCPO2,11,12,51–53. 

Entretanto, apesar de mecanismos fisiopatológicos da DCPO terem sido descritos, é 
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importante elucidar a perpetuação da resposta neuroinflamatória particularmente 

associada a mecanismos de neurodegeneração54. 

 Está bem descrito que após uma cirurgia ortopédica como da fratura na tíbia, 

ocorre inflamação sistêmica e central11,51,55–57. De fato, o dano tecidual e o trauma 

decorrente da cirurgia induzem à formação de DAMPs conhecidos como alarminas, a 

exemplo a proteína caixa 1 do grupo de alta mobilidade (HMGB1; do inglês, high 

mobility group box 1)58. A ligação de DAMPs – RRPs envolve células do sistema imune 

inato como monócitos-macrófagos conduzindo à ativação do fator nuclear kappa B 

(NF-kB), resultando na liberação de citocinas pró-inflamatórias que são rapidamente 

elevadas após a cirurgia ortopédica, tanto em camundongos quanto em seres 

humanos51,59,60 (Figura 1). 

 

 

Figura 1 – Resposta neuroinflamatória ao trauma pós-operatório.  

Fonte: Adaptado de Su e colaboradores52. 

 

O aumento da expressão de citocinas no hipocampo de camundongos após um 

procedimento cirurgico foi associado ao declínio cognitivo corroborando a visão de 

que a neuroinflamação induzida pela cirurgia pode resultar no comprometimento 

cognitivo61. A neuroinflamação é um componente critico dos mecanismos patogênicos 

da DCPO, pois o trauma cirúrgico induz a ligação DAMPs a RRP; envolvendo o 

sistema imunológico inato via sinalização dependente de NF-κB nos monócitos, para 
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sintetizar e liberar citocinas pró-inflamatórias, incluindo o Fator de Necrose Tumoral-

alfa (TNF-α; do inglês, Tumor Necrosis Factor Alpha), interleucina1-β (IL-1β), 

interleucina-6 (IL-6), e interleucina-18 (IL-18)11,62–66 no qual estão completamente 

implicadas na resposta inflamatória67.  

O pico da resposta inflamatória após um trauma ortopédico, inicia dentro das 

primeiras 24 horas68. As concentrações de TNF-α no sangue apresentam pico nas 

primeiras 24 horas e retorna aos valores basais dentre as 72 horas pós trauma61. O 

TNF-α é expresso por macrófagos e outras células inflamatórias e induz uma cascata 

inflamatória e age como agente quimiotático recrutando fibroblastos e células 

osteoprogenitoras69. Já a IL-1β é produzida por macrófagos na fase aguda da 

inflamação, induz a produção de IL-6 nos osteoblastos, produz o calo cartilaginoso 

primário e também promove angiogênese no tecido ósseo lesionado70.  

Logo, a inflamação é um processo biológico fundamental para a erradicação 

dos agentes patogênicos e a manutenção da homeostase dos tecidos71. No entanto, 

se esta progressão de eventos persiste, o processo pode progredir para um estado 

de inflamação crônica com respostas sistemicas72. Nesse contexto, a liberação de 

citocinas pró-inflamatórias periféricas tem papel importante na ruptura da BHE, seja 

por ativação endotelial direta ou relacionada à capacidade que as mesmas têm de 

elevar a expressão de metaloproteinases de matriz extracelular (MMPs; do inglês, 

matrix metalloproteinase), enzimas da classe das proteases zinco-dependentes que 

alteram a ligação entre as junções apertadas da BHE58.  

Ademais, os mediadores inflamatórios periféricos além de alterar a 

permeabilidade da BHE, podem causar ativação do SNC através do nervo vago o qual 

se comunica diretamente com as estruturas encefálicas70,73–75. A BHE é fundamental 

para a homeostase, manutenção e função da sinalização neuronal adequada76. Além 

das funções de permeabilidade seletiva, a BHE possui aspectos importantes como 

função neuroimune, incluindo a secreção de citocinas, protaglandinas e óxido nítrico77. 

Achados clínicos e experimentais mostram que a disfunção da BHE é uma 

marca inicial para vários distúrbios neurológicos, a exemplo a DCPO78. Essas 

alterações são geradas quando ocorre sinalização imune por meio da ativação das 

células endoteliais que compõem a BHE via citocinas pró-inflamatórias, que por sua 

vez, pode causar o aumento da permeabilidade, aumentando a infiltração de 

substâncias tóxicas dos tecidos periféricos para o encéfalo76,78. Portanto, com o 

rompimento da BHE, substância neurotóxicas, assim como mediadores inflamatórios 
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periféricos, têm acesso livre para o parênquima cerebral, migrando para regiões do 

encéfalo, causando danos neuronais, por ativação excessiva de micróglias e 

astrócitos57,79,80. 

Quando em repouso, as micróglias realizam manutenção de rotina e vigilância 

imunológica81. Em resposta a uma lesão ou por um estímulo imune, a micróglia pode 

iniciar uma resposta neuroinflamatória, podendo secretar uma variedade de moléculas 

pró-inflamatórias, como óxido nítrico, espécies reativas e citocinas como TNF-α e IL-

1β, e possíveis moléculas de adesão celular81–84. 

A resposta neuroinflamatória causada pela ativação microglial é crucial para a 

recuperação do SNC. Porém, quando há percistência extracelular anormal, a resposta 

inflamatória adquire um caráter nocivo, tendo em vista que estimula danos 

secundários aos neurônios e exacerba a ocorrência de muitos distúrbios como lesões 

estruturais, morte celular e disfunção neurológica81,85. Ademais, este processo 

prejudica a BHE, o que oportuna a recorrente ocorrência de dano ao sistema nervoso 

e disfunção deste órgão86. No hipocampo se sabe que a micróglia ativada libera 

citocinas pró-inflamatórias capazes de interromper a potencialização a longo prazo, o 

correlato neurobiológico de aprendizado e memória87. 

Nesse sentido, sabe-se que o trauma cirúrgico em modelos animais está 

associado com a ativação microglial persistente capaz de manter níveis elevados de 

citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α e IL-1β53. O aumento das citocinas 

inflamatórias a nível cerebral leva à apoptose celular provocando o aumento dos 

níveis da proteína S100β, que é um marcador de lesão aguda cerebral88. Em um 

estudo conduzido por Li e colaboradores em 2012, encontraram uma associação entre 

o desenvolvimento de DCPO e os níveis elevados de S100β, TNF-α e IL-689. A IL-6 é 

reguladora importante de sinapses, cujas concentrações locais elevadas podem inibir 

a função sináptica90. 

Em um modelo pré-clínico, foi demonstrado o envolvimento de IL-1β e TNF-α 

na mediação da neuroinflamação via ativação microglial, com subsequente 

comprometimento cognitivo11. Ainda, Terrando e colaboradores51 mostraram que o 

tratamento com anticorpo anti-TNF-α foi efetivo em diminuir a cascata de citocinas no 

hipocampo, assim como o declínio cognitivo após fratura de tíbia em modelo animal51. 

Particularmente o declínio cognitivo após a cirurgia em idosos é um grande 

problema clínico de mecanismo incerto51.  No entanto, à medida que a população 

envelhece, a cirurgia está sendo realizada com maior frequência em pacientes 
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progressivamente mais velhos e com maior prevalência de comorbidades91. Estudos 

mostram que em idosos, a perpetuação do processo inflamatório pode apresentar 

uma disfuncionalidade comparado a indivíduos jovens6,9,41. O processo de 

envelhecimento é acompanhado do aumento na fragilidade física e mental produzindo 

um risco elevado de estresse físico e psicológico92. O estresse é um potente 

modulador da função imune, que na juventude pode ser compensado pela presença 

de uma resposta imune adequada92. Assim, em idosos a resposta imune é atenuada 

como resultado do declínio de vários componentes do sistema imunológico92. Além 

disso, ao envelhecer, a capacidade de reparo e regeneração de tecidos também 

diminui, apresentando uma mudança para um estado pró-inflamatório crônico 

conhecido como inflammaging92. 

Associado à imunodeficiência característica em idosos, as células da micróglia 

são ativadas por processos neurodegenerativos crônicos93. Dessa forma, a interação 

da inflamação sistêmica com as alterações degenerativas preexistentes pode ser um 

importante mecanismo para explicar muitos episódios de delirium94. Com o 

envelhecimento, há ainda uma redução fisiológica de 28% no fluxo sanguíneo 

cerebral, além de perda neuronal em muitas áreas, incluindo o neocórtex e o 

hipocampo95. 

Segundo Price e colaboradores96, marcadores neuroimagiológicos, como o 

volume do hipocampo, podem indicar o risco de DCPO pré-operatoriamente, sabendo-

se que o hipocampo é vulnerável à degeneração neuronal após estresse biológico ou 

psicológico severo. Estudos afirmam que o grau de atrofia do hipocampo é um 

indicador das alterações cerebrais neurodegenerativas97,98. Chen e colaboradores 

conduziram um estudo que avaliou a redução do volume do hipocampo em doentes 

idosos com DCPO99. Este estudo mostrou que o volume do hipocampo é menor nos 

doentes com DCPO comparativamente aos sem DCPO, sugerindo que o volume do 

hipocampo possa ser um fator independente para predizer a ocorrência de DCPO nos 

doentes idosos99. 

Mesmo com todos os aspectos mencionados, como a neuroinflamação 

associada à neurodegeneração e a susceptibilidade de regiões cerebrais alvo, 

particularmente em idosos para o desenvolvimento da DCPO, ainda podemos 

destacar o envolvimento do estresse oxidativo e disfunção mitocondrial91. A alteração 

dos complexos da cadeia respitatoria mitocondrial e a neuroinflamação são fontes de 

produção de EROs e espécies reativas de nitrogênio (ERNs) em nível cerebral com 
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comprometimento da função celular pelo dano em lipídios, proteínas e DNA, sendo 

um evento adicional e determinante para a DCPO em idosos após cirurgia 

ortopédica49.  

 

 1.1.3 Estresse Oxidativo e Disfunção energética mitocondrial  

 

Radicais livres são moléculas que tem alta instabilidade química, e elétrons 

desemparelhados na última camada eletrônica100. No entanto, existem outras 

moléculas químicas reativas que podem se comportar como radicais livres mesmo 

não tendo elétrons desemparelhados na sua última camada101. Dessa forma, todas 

essas moléculas são chamadas de espécies reativas101. Estas espécies podem ser 

geradas a partir do oxigênio molecular ou do nitrogênio102.  

No ser humano, as principais fontes geradoras de EROs são as reações que 

utilizam oxigênio ou nitrogênio102. As mitocôndrias representam a maior fonte 

endógena de produção de EROs nos eucariontes, onde uma pequena parte do 

oxigênio utilizado na respiração celular pode se transformar em espécies reativas103. 

No entanto, as células imunes, como a própria microglia, macrófagos e neutrófilos, 

que apresentam as enzimas NADPH oxidase, são capazes de produzir elevadas 

concentrações destes metabólitos que atuam como microbicidas, protegendo o 

organismo contra o ataque de patógenos103,104.  

Por outro lado, para que os níveis de EROs não excedam o necessário para o 

controle do microrganismo, as células dispõe de mecanismos enzimáticos 

antioxidantes, exercendo um controle sobre as espécies reativas geradas, evitando o 

dano celular105. Entretanto, quando a produção de espécies reativas é exacerbada ou 

a concentração ou atividade das enzimas antioxidantes é prejudicada, ocorre um 

fenômeno chamado estresse oxidativo, podendo então acarretar danos 

celulares106,107. Estes danos são oxidação de lípidos e proteínas, as quais sofrem 

modificações estruturais e funcionais.  E por fim, o dano pode propagar-se até o núcleo 

celular, danificando o DNA e dificultando os mecanismos de reparação do 

organismo108. Tais respostas, estão associados como eixo na fisiopatologia de 

diferentes doenças neurodegenerativas106,107. 

No que refere-se a formação de EROs pelas mitocôndrias, tal organela 

responsável pela respiração celular e síntese de ATP, também participam da 

homeostase de cálcio, síntese de esteróides e também pela geração de radicais livres, 
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sendo essencial na manutenção da estrutura e função celular109,110.  O processo de 

geração de ATP se inicia no citoplasma com as enzimas da via glicolítica, através do 

catabolismo da glicose a piruvato, que entra na matriz mitocondrial, gerando as 

coenzimas reduzidas NADH e FADH2
109. Por sua vez, as coenzimas reduzidas são 

oxidadas nos complexos localizados nos poros mitocondriais, e os elétrons são 

transportados pelos complexos I, II, III e IV e ubiquinona, até chegarem ao aceptor 

final oxigênio (O2), reduzindo-o a água e formando a ATP111. 

Entretanto, apenas uma pequena concentração de O2 é convertida a ERO na 

mitocôndria em condições de homeostase, todavia sua produção é aumentada na 

presença de hipóxia ou isquemia, lesão tecidual, infecção, inflamação e trauma 

cirúrgico112, o que pode se elevar o potencial oxidante das EROs. Particularmente, em 

tecidos onde ocorre uma fratura, devido ao mecanismo de isquemia, reperfusão e 

resposta inflamatória, existe um aumento de geração de EROs com disfunção 

mitocondrial113. A disfunção mitocondrial participa desse processo através de vias que 

podem levar à morte celular por apoptose ou necrose110. 

As EROs são representadas por radicais livres e não-livres, moléculas de 

radicais oxigenados, como peróxido de hidrogênio (H2O2), ânion superóxido (O2
-), e o 

radical hidroxil (OH-)114,115. Na mitocôndria por exemplo, a formação de EROs ocorre 

nos complexos da cadeia respiratória especialmente nos complexos I, II e III, onde o 

oxigênio é convertido ao O2
- , tendo alto poder oxidativo103.  

Para manter a homeostase orgânica, ou balanço redox, as células dispõe de 

um sistema de defesa antioxidante: superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e 

glutationa peroxidase (GPx), sendo que antioxidante é definido como qualquer 

substância que, mesmo presente em baixas concentrações em relação ao substrato 

oxidável, pode adiar ou prevenir a oxidação do mesmo ou de forma significativa116. O 

O2
- ocorre em quase todas as células aeróbicas e é produzido durante a ativação 

máxima de neutrófilos, monócitos, macrófagos e eosinófilos e como visto, no 

funcionamento da cadeia respiratória mitocondrial117. Imediatamente após a sua 

geração ele é catalizado pela enzima SOD, sendo convertido em H2O2, permitindo que 

as demais enzimas do complexo possam fazer posterior transformação à água.  

O H2O2 apesar de não ser um radical livre, pela ausência de elétrons 

desemparelhados, é uma molécula altamente reativa e tóxica, nesse momento a 

enzima CAT entra em ação e converte o H2O2 em oxigênio molecular e água118. 

Porém, caso a atividade da enzima não seja suficiente, o H2O2 pode reagir com o ferro 
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(Fe2+), e formar um radical hidroxila (OH-). O OH- é o mais reativo em sistemas 

biológicos e com maior capacidade de causar dano tecidual, pois não existe 

mecanismo de eliminação enzimático específico para ele119. Ademais, assim como a 

CAT a GPx que possui atividade de peroxidase, ou seja, catalisa a redução do 

peróxido de hidrogênio a oxigênio e água120 (Figura 2). 

 

Figura 2 – Formação de espécies reativas e as enzimas antioxidantes. 

Fonte: Adaptado de Su e colaboradores121. 

 

Além das EROs, existem também aquelas originadas a partir da oxidação do 

nitrogênio, as espécies reativas de nitrogênio (ERNs). Dentre elas , o óxido nítrico 

(NO) e dióxido de nitrogênio (NO2
-) apresentam elétrons desemparelhados, portanto, 

podem ser considerados como radicais livres, diferentemente do óxido nitroso 

(N2O)122. O óxido nítrico endógeno, sintetizado a partir de L-arginina, de oxigênio e de 

NADPH oxidase, por enzimas que pertencem à classe de sintase de ON ou por 

redução de nitrato inorgânico, é uma das moléculas de sinalização envolvidas na 

vasodilatação e neurotransmissão123.  

O ON também é liberado pelos fagócitos (monócitos, macrófagos e neutrófilos), 

como resultado da reação do sistema imune124. Eles reagem com O2
-, resultando na 

produção de uma espécie de nitrogênio altamente reativa, o peroxinitrito (ONOO-), um 

poderoso oxidante contra muitas moléculas biológicas125. O ONOO- pode ser 

decomposto para produzir radicais OH-, independentemente da presença de metais 

de transição126 . Em estudo prévio, demosntramos um aumento na concentração de 



24 

nitrito/nitrato um marcador da presença de ON em cérebro de ratos idosos após serem 

submetidos a fratura de tíbia127.  

 Alguns estudos ressaltam que a atividade das MMPs podem ser aumentada 

pela presença de citocinas pró-inflamatórias e pelas EROs e ERNs128,129. Como a 

regulação e ativação da expressão das MMPs são complexas e bem controladas, a 

perda dessa homeostase leva à degradação da lâmina basal e das junções apertadas 

da BHE e, como consequência, aumento da permeabilidade130. 

Com a perda da integridade da BHE, neurônios se tornam altamente 

vulneráveis aos efeitos das EROs e ERNs131. Tal suscetibilidade ocorre devido ao seu 

alto estado metabólico, formado por grande quantidade de ácidos graxos com 

tendência a peroxidação lipídica, alta concentração de metais de transição capazes 

de levar a formação de EROs e baixa quantidade de antioxidantes132.  

Dessa forma, o estresse oxidativo tem surgido como um potencial mecanismo 

implicado na patogenese da DCPO 91. Há evidência de que o estresse oxidativo está 

relacionado com o desenvolvimento da DCPO pela liberação de neurotransmissores 

que contribuem para o declínio cognitivo133. Ji e colaboradores134 hipotetizaram que 

certos parâmetros de estresse oxidativo, como o malonaldeído (MDA) possam ser 

preditivos de DCPO em doentes idosos após cirurgia ortopédica. Além de níveis 

elevados de MDA, apresentavam níveis aumentados de pTau/Aβ1-42 no líquido 

cefalorraquidiano. Estes resultados são sugestivos de que os biomarcadores de 

neurodegeneração estejam também relacionados com o desenvolvimento de DCPO.  

Tanto Zheng em 2016 como Cheng em 2013, escolheram os níveis de 8-iso-

PG como indicador da resposta ao estresse oxidativo por ser um dos produtos da 

peroxidação lipídica135,136. Este apresentou-se mais elevados 7 dias após cirurgia em 

pacientes com DCPO. Em estudo mais recente, de 2017 conduzido por Wu, propôs-

se a hipótese de que a tioredoxina possa ser também um potencial biomarcador para 

DCPO, uma vez que esta é uma proteína antioxidante que modula a sinalização 

celular, inflamação, crescimento e apoptose celular137. Os seus níveis eram mais 

elevados nos idosos com DCPO comparativamente aos no idoso sem DCPO. Uma 

vez que esta é liberada pelas células na presença de estresse oxidativo, os níveis de 

TRX circulante é um bom indicador de estresse oxidativo, estando este, envolvido na 

ocorrência de DCPO137. 

Da mesma forma como encontrado nos estudos clínicos, um estudo pré-clínico 

recente, mostrou o envolvimento do estresse oxidativo sobre a DCPO em ratos idosos 
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submetidos à fratura de tíbia15. Concluiu-se que, em ratos idosos submetidos em 

modelo experimental de fratura na tíbia houve peroxidação lipídica e oxidação proteica 

através da elevação MDA e proteínas carboniladas no córtex pré-frontal e hipocampo, 

com diminuição de enzimas antioxidantes nas mesmas estruturas cerebrais.  

Evidências mostram que mediadores inflamatórios no parênquima cerebral 

podem levar à déficit de neurotrasmissores, bem como interferências no metabolismo 

oxidativo, elevando a produção de EROs138,139, ocasionando em lesão cerebral e 

redução das funções do hipocampo e córtex pré-frontal como aprendizado e 

memória140,141. Assim, um aumento persistente de estresse oxidativo, proveniente de 

vias como as reguladas por citocinas pró-inflamatórias, resultam na redução da 

neurogênese no hipocampo e da sobrevida dos mesmos142. Bem como, alterações na 

arborização dendrítica destes neurônios e redução das funções do hipocampo como 

aprendizado e memória140. 

Portanto, a associação de estresse oxidativo e a neuroinflamação persistente, 

está relacionada a um estado de dano neuronal constante como mecanismo da DCPO 

em idosos. A descoberta de vias que promovem tais respostas são de grande 

interesse para a área médica.  

 

1.1.4 Receptores do tipo NOD e formação do inflamassoma NLRP3 

 
O sistema imune inato é um sistema complexo constituído por células capazes 

de reconhecer o patógeno ou o dano celular a partir dos RRPs16,17. Os receptores do 

tipo TLRs são os mais bem conhecidos ao identificar moléculas específicas presentes 

no patógeno, denominados como PAMPs ou DAMPs18,19. 

Assim como os TLRs, foram conhecidos posteriormente os receptores NLRs, 

que além de reconhecerem os PAMPs, reconhecem também os DAMPs16. O 

reconhecimento dos DAMPs e a ativação destes receptores é crucial para o 

desenvolvimento de respostas inflamatórias durante o dano tecidual20.  

Os NLRs possuem localização citoplasmática, ao reconhecerem DAMPs ou 

PAMPs, se oligomerizam para formar o inflamassoma, um complexo contendo 

múltiplas proteínas143. Dentre a família de receptores NLRs, o NLRP3 é um dos 

inflamassomas mais bem descritos22. NLRP3 é também conhecido como criopirina ou 

NALP3, sendo expresso na maioria das células da linhagem mielóide, inclusive na 

micróglia e tem um papel importante na regulação da imunidade inata26,144,145. 
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O inflamassoma é então composto pela molécula NLRP3, por uma proteína 

adaptadora ASC com domínio N-terminal efetor de piridina e uma porção responsável 

pelo recrutamento de caspase (CARD) e pela proteína pró-caspase-1 (Figura 3)23. O 

NLRP3 que atua como uma proteína sensora/receptora de localização citosólica que 

serve como uma plataforma para a formação do complexo com a proteína adaptadora 

ASC e a proteína efetora a pró-caspase-1.  

 
Figura 3 – Esquema da estrutura do complexo inflamassoma NLRP3.  

Fonte: Adaptado de Schroder e Tschopp27 e Hugles e O’Neill138. 

 

A ativação do inflamassoma NLRP3 ocorre em duas etapas146–148. A primeira 

ocorre pelo RRPs como TLRs, receptor de IL-1β ou de TNFα no reconhecimento de 

PAMPs ou DAMPs, os quais levam à ativação de uma cascata de sinalização que 

culmina na translocação do fator de transcrição NF-kB para o núcleo, o que induz 

expressão de NLRP3 e a transcrição da pró-IL-1β e pró-IL-18149. No segundo sinal, 

uma grande variedade de PAMPs e DAMPs pode induzir a oligomerização e ativação 

do NLRP3, com recrutamento e interação de ASC e pró-caspase-1 para resultar em 

autoclivagem da caspase-1 e, finalmente na produção de citocinas pró-inflamatórias, 

como a IL-1β e IL-18 e uma forma de morte celular conhecida como piroptose150,151. 

O segundo sinal pode ser caracterizado por três sinais distintos, o primeiro 

envolve a ativação da adenosina trifosfato (ATP), que atua como um agonista do 

NLRP3 através de um receptor purinérgico dependente de P2X7 (P2X7), responsável 

pelo efluxo de potássio (K+)152. O segundo, envolve com a consequente liberação de 

proteases, como a catepsina B e o outro relacionado com a ativação de EROs 

formadas pela disfunção mitocondrial (Figura 4)153. 
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Figura 4 – Ilustração esquemática da ativação do inflamassoma NLRP3.  

Fonte: Adaptado de Schao e colaboradores152. 

 

Embora a ativação do inflamassoma seja benéfica, a desregulação da sua 

ativação pode levar à exacerbação dos sintomas em doenças infecciosas e ao 

desenvolvimento de desordens inflamatórias151,154,155. A ativação do NLRP3 tem sido 

implicada em vários modelos de doenças humanas151. 

No SNC, o NLRP3 é o mais abundante inflamassoma, sendo uma molécula 

chave em processos de neuroinflamação19. Eles servem como ligantes em células 

como a micróglia e astrócitos156. Em modelo animal que mimetiza a depressão, a 

micróglia foi a primeira célula a elevar a expressão do receptor NLRP3, associada à 

elevação dos níveis de IL-1β157.  

Em encefalomielite autoimune experimental (EAE), relatos sobre o papel de 

NLRP3 na doença são numerosos158,159. Estudos com camundongos knockout 

revelaram que a ausência de NLRP3, ASC, Caspase-1, IL-1β e IL-18 resulta em 

severidade significativamente reduzida da doença160.  

Luo e colaboradores161, indicaram que a ativação do inflamassoma é crucial na 

apresentação clínica da doença de forma severa. Além disso, foi demonstrado que 

NLRP3 tem um papel crítico na migração de células T helper para o SNC durante a 

EAE162. 
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Estudos recentes demonstram que a ativação persistente deste complexo está 

envolvida na patogênese de doenças neurodegenerativas com perfil 

neuroinflamatório, como doença de Alzheimer e de Parkinson150,163. Nesse sentido, 

em tais doenças o hipocampo e córtex pré-frontal são alvo e, fisiologicamente 

possuem alta densidade dos receptores de IL-1β164,165. Embora seja necessário a 

expressão de tais receptores para a aprendizagem normal e processos de memória, 

níveis mais altos também podem produzir diminuição da sua função166. Sugere-se que 

outras doenças com condições neuroinflamatórias particularmente pelo aumento de 

IL-1β e IL-18, possam ter o envolvimento de NLRP3 em sua fisiopatologia a exemplo 

a disfunção aguda e em longo prazo após a sepse experimental167.  

Tendo em vista o exposto até o momento, nossa hipótese é de que o estresse 

oxidativo e a reação inflamatória encefálica gerada durante a cirurgia ortopédica por 

fratura de tíbia em idosos, possa ser potencializada pela ativação do inflamassoma 

NLRP3 e estariam relacionados com alterações comportamentais características da 

DCPO. Dessa forma, surge a necessidade de buscar novas intervenções que atuem 

em diferentes e importantes fatores que causam o dano cognitivo, visto essa 

necessidade, houve-se então a possibilidade de inibir a via do inflamassoma NLRP3, 

com o intuito de encontrar dados mais concretos sobre o envolvimento deste 

mecanismo na DCPO em ratos idosos. 
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2. OBJETIVOS 

 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o papel do inflamassoma NLRP3 na DCPO em ratos submetidos à 

fratura de tíbia sobre parâmetros neuroinflamatórios, neuroquímicos e 

comportamentais em ratos idosos comparados aos ratos jovens.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Avaliar a sobrevida de ratos idosos comparado aos jovens em 7 dias após 

serem submetidos ao procedimento cirúrgico de fratura de tíbia seguido pela 

administração do inibidor específico de NLRP3. 

 Avaliar a memória de reconhecimento de objetos de ratos idosos comparado 

aos jovens em 7 dias após serem submetidos ao procedimento cirúrgico de 

fratura de tíbia seguindo pela administração do inibidor específico de NLRP3. 

 Mensurar a formação de nitrito/nitrato e mieloperoxidase no hipocampo e 

córtex pré-frontal de ratos idosos comparado aos jovens em 7 dias após 

serem submetidos ao procedimento cirúrgico de fratura de tíbia seguindo 

pela administração do inibidor específico de NLRP3. 

 Avaliar o dano oxidativo em lipídios, proteínas e atividade antioxidante das 

enzimas superóxido dismutase e catalase no hipocampo e córtex pré-frontal 

de ratos idosos comparado aos jovens em 7 dias após serem submetidos ao 

procedimento cirúrgico de fratura de tíbia seguindo pela administração do 

inibidor específico de NLRP3. 

 Avaliar a atividade da succinato desidrogenase (SDH) no hipocampo e córtex 

pré-frontal de ratos idosos comparado aos jovens em 7 dias após serem 

submetidos ao procedimento cirúrgico de fratura de tíbia seguindo pela 

administração do inibidor específico de NLRP3. 

 Avaliar a atividade da cadeia respiratória mitocondrial I, II, III e IV no 

hipocampo e córtex pré-frontal de ratos idosos comparado aos jovens em 7 

dias após serem submetidos ao procedimento cirúrgico de fratura de tíbia 

seguindo pela administração do inibidor específico de NLRP3. 
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3. MÉTODOS 

 

 

3.1 TIPO DE ESTUDO 

 

Estudo experimental pré-clínico utilizando modelo animal de doença. 

 

3.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS 

 

O inibidor de formação do NLRP3, MCC950 foi obtido de Sigma, St. Louis, USA. 

Os reagentes utilizados para as análises bioquímicas foram: ácido tiobarbitúrico, 

1,1,3,3 -tetrametoxipropano, brometo de hexadeciltrimetilamónio, dinitrofenilhidrazina, 

epinefrina, catalase de fígado bovino, albumina bovina, sulfanilamina, azida sódica, 

naftil etilenodiaminadicloridrato e reagente de Griess (Sigma, St. Louis, USA), ácido 

clorídrico, álcool etílico, acetato de etila, hidróxido de sódio, carbonato de sódio, ácido 

tricloroacético e peróxido de hidrogênio, ácido aminoacético (Labsynth, São Paulo, 

Brasil).  

Para a realização das técnicas laboratoriais foram utilizados os seguintes 

equipamentos: agitador magnético (752A, Fisatom), balança analítica (M214A, BEL 

engeening), banho-maria (DeLeo equipamentos laboratoriais), espectrofotômetro 

(NOVA1103, Novainstruments), espectrofotômetro (U2010, Hitachi), estufa de 

secagem (DeLeo), Freezer (F21, Eletrolux), homogeneizador potter (Marconi), leitor 

de microplaca (TP reader, Thermo Plate), medidor de pH (pHB500, ION), 

microcentrífuga refrigerada (NT805, Novatécnica), osmose reversa (RO/0520, 

Permution), refrigerador (R270,Eletrolux), Vórtex (Biomixer). 

 

3.3 ANIMAIS 

 

Foram utilizados um total de 42 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus 

norvegicus) com 60 dias de vida e 42 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus 

norvegicus) com 240 dias de vida, adquiridos do Biotério da Universidade Federal de 

Santa Catarina (UFSC) e foram mantidos no Biotério UNISUL. Os animais tiveram 

acesso livre à água e alimento (ração comercial específica para a espécie). Foram 

alocados 4 animais por caixas, alojadas em ambiente que possui sistema de exaustão 



31 

de ar e controle de temperatura de acordo com as condições ideais para a espécie 

em questão. Sendo que a temperatura foi mantida a 22°±1 e sistema de iluminação 

que garante 12 horas de ambiente claro e 12 horas de ambiente escuro. 

Com base em estudos prévios em modelos animais168, para uma diferença de 

até 20% nos parâmetros a serem analisados entre os grupos, com uma variância de 

no máximo 10% entre as médias, calculou-se o seguinte número de animais por grupo, 

6 animais para as análises bioquímicas e 12 animais para cada grupo para os testes 

comportamentais, considerando um erro alfa de 0,05 e poder de 80%. 

 

3.4 DELINEAMENTO DO ESTUDO 

 
3.4.1 Desenho experimental 

 

Os animais foram divididos em 6 grupos experimentais (figura 5): sham + salina 

60 dias, FT+salina 60 dias, FT+ MCC950 60 dias, sham + salina 240 dias,  FT + salina 

240 (n=28), FT + MCC950 240 dias169. No tempo zero após o protocolo de indução de 

fratura da tíbia, os animais receberam salina ou MCC950 via intracerebroventricular, 

na cisterna magna com o auxílio de um aparato estereotáxico, de acordo com o grupo 

experimental a qual pertence. Em um tempo de 7 dias após a fratura de tíbia os ratos 

foram submetidos aos testes comportamentais e 24 horas após os testes 

comportamentais, o hipocampo e córtex pré-frontal foram isolados para as análises 

de estresse oxidativo, nitrito/nitrato, mieloperoxidase, e atividade da cadeia 

respiratória mitocondrial e SDH. 
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Figura 5 – Esquema representativo do experimento.  

 
 

3.4.2 Modelo de fratura de tíbia 

 

O modelo foi realizado conforme (figura 6) onde os animais foram anestesiados 

com cetamina (80mg/kg) e xilazina (10mg/kg) i.p e o membro traseiro esquerdo 

preparado para cirurgia. A analgesia (dipirona, 1mg/kg) foi administrada por via 

subcutânea. Uma incisão longitudinal foi feita a partir do joelho até o terço médio da 

tíbia. O tecido subcutâneo dissecado e músculos isolados até o tendão patelar e do 

periósteo tibial. Um orifício de 0,5mm na tíbia proximal foi perfurado com uma agulha 

de calibre 40x12mm logo abaixo e medial ao tendão patelar para inserção no canal 

intramedular. Uma haste de aço inoxidável de 1mm foi então inserida no canal até o 

terço distal da tibial. Subsequentemente, a fíbula e os músculos que rodeiam a tíbia 

foram isolados, o periósteo desinserido ao longo de uma distância de 10mm de modo 

circunferencial, e a osteotomia foi realizada com uma tesoura na junção do terço 

médio e distal da tíbia. Depois de produzir a fratura, a pele foi suturada com nylon 4/0 

a reposição de fluído foi feita através da adminnistração de 0,5ml de solução salina 

normal injetada subcutaneamente. No grupo controle (sham) foi realizado apenas a 

incisão e anestesia sem a fratura da tíbia170. 
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Figura 6 – Etapas do modelo experimental de fratura na tíbia. 

Fonte: Back Netto171. 
 

3.5 ANÁLISES  

 
3.5.1 Coleta das amostras  

 
A retirada das amostras biológicas foram feitas após a morte indolor assistida 

por overdose de tiopental (0,5 g/Kg) 7 dias após a FT subsequentemente aos testes 

comportamentais. As estruturas cerebrais: hipocampo e córtex pré-frontal foram 

cuidadosamente dissecadas, armazenadas em tubos do tipo Eppendorf e mantidas 

sob refrigeração em freezer -80ºC até a realização das análises.  

 

3.5.2 Análise da Sobrevida 

  
Para avaliação da sobrevida, os animais foram observados diariamente, 

durante 7 dias após a indução de FT para verificar as taxas de mortalidade172. 
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3.5.3 Reconhecimento de objetos 

 

Os testes comportamentais começaram após 7 dias da cirurgia de FT, sendo 

testados individualmente. Antes de começar as sessões, os animais foram alojados 

na sala de testes por pelo menos 30 minutos. Todas as sessões foram gravadas por 

câmeras de vídeo com resolução 1280 x 720 para analises posteriores. O 

reconhecimento é definido como o processo pelo qual um sujeito está ciente de que 

um estímulo foi previamente experimentado. É fortemente dependente da memória, 

uma vez que requer uma série de operações cognitivas (como percepção, 

discriminação, identificação e comparações) que se baseiam em informações 

previamente conhecidas para “combinar” o evento observado com uma memória 

previamente vivenciada. 

No primeiro dia foi realizado o treino para habituação do animal ao ambiente, 

onde o animal é colocado cuidadosamente em um quadrante do aparato o qual 

explora o ambiente por 5 minutos sem nenhum objeto. No segundo dia o animal é 

recolocado no aparato, no qual estavam dois objetos iguais (da mesma forma, 

tamanho e cor), objeto A e objeto B, posicionados em dois cantos adjacentes a 10 cm 

da parede, e então conta-se o tempo que o animal explora cada objeto (A e B). No 

mesmo dia, 1 hora 30 minutos depois, se testa a memória de curta duração, quando 

o animal explora novamente o ambiente na presença do primeiro objeto familiar 

(objeto A) e o novo objeto (objeto C), e então conta-se novamente o tempo total que 

o animal explora cada objeto.  

No dia seguinte (24 horas após este teste), avaliou-se a memória de longa 

duração, quando foi feito o mesmo procedimento, mas trocando o objeto C pelo objeto 

D (diferente do objeto A) e então contou-se o tempo de exploração de cada objeto. 

Todos os objetos tinham textura (lisa) e tamanho (150-200 gramas) semelhante, mas 

formas diferentes. Neste teste é utilizado o índice de reconhecimento, a fim de se 

calcular o tempo gasto para cada animal para explorar o objeto, expresso como uma 

razão (TB/(TA+TB), onde TA = tempo gasto para explorar o objeto familiar; e TB = 

tempo gasto para explorar o novo objeto173. 
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3.5.4 Avaliação da atividade da mieloperoxidase 

 

A atividade da MPO é um indicativo do infiltrado de neutrófilos tecidual. Neste 

sentido, as amostras foram homogeneizadas (50 mg/ml) em 0.5% de brometo de 

hexadeciltrimetilamônio e centrifugadas. A suspensão foi sonicada três vezes durante 

30 segundos até a obtenção do sobrenadante. Uma alíquota do sobrenadante foi 

misturada com uma solução de 1,6 mM tetrametilbenzidina (TMB) e 1 mM H2O2. A 

atividade da MPO foi mensurada espectrofotometricamente em 650 nm a 37ºC. Os 

resultados foram expressos como mU/mg proteína174. 

 

3.5.5 Determinação de nitrito/nitrato 

 

Foi mensurado por meio da utilização da reação de Griess, por adição de 100µL 

de reagente de Griess [0,1% (w/v) naftil etilenodiaminadicloridrato em H2O e 1% (p/v) 

sulfanilamida em 5% (v/v) H3PO4 em volume concentrado (1:1)] para 100 µL de 

amostra. A densidade óptica foi medida a 550 nm usando um espectrofotômetro. Os 

resultados foram expressos como nmol/mg proteína175. 

 

3.5.6 Avaliação de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico  

 

Como índice dos efeitos do estresse oxidativo sobre os lipídeos, foi utilizada a 

formação de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) durante uma reação 

ácida de aquecimento176. Resumidamente, as amostras foram misturadas com 1 mL 

de ácido tricloroacético a 10% e 1 mL de ácido tiobarbitúrico 0,67%, e, em seguida, 

aquecidas em banho de água fervente a 100 ºC durante 30 minutos. A leitura da 

absorbância foi realizada a 535 nm, utilizando 1,1,3,3-tetrametoxipropano como 

padrão externo. Os resultados foram expressos como equivalentes de MDA/mg de 

proteína.  

 

3.5.7 Avaliação de carbonilação protéica 

 

O efeito do estresse oxidativo em proteínas foi avaliado por meio da 

determinação de grupos carbonil baseado na reação com dinitrofenilhidrazina. As 

proteínas foram precipitadas por adição de ácido tricloroacético a 20%, o precipitado 
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foi dissolvido e em seguida adicionado dinitrofenilhidrazina. Incuba-se por uma hora 

em temperatura ambiente. Após esse período redissolve-se as amostras com 1 mL 

de NaOH 3% e incuba-se em banho-maria por 30 min a 60ºC. As proteínas foram 

precipitadas, e a absorbância foi aferida em 370nm. Os resultados foram expressos 

em concentração de proteínas carboniladas nmol/mg de proteína177. 

 

3.5.8 Determinação da atividade de enzimas antioxidantes 

 

A atividade enzimática da superóxido dismutase foi determinada pela inibição 

da auto-oxidação da adrenalina. As amostras teciduais foram homogeneizadas em 

1mL de tampão glicina pH 10,2, contendo 0,75g de ácido aminoacético (glicina) em 

200mL de água purificada e centrifugadas por 10 min em 3000 rpm, em temperatura 

ambiente. O reagente branco será preparado a partir da mistura de 10µL de catalase 

0,0024g/mL (0,0018g de catalase em 720µL de água purificada) com 970µL de 

tampão glicina a 32ºC. Em seguida foi adicionado a quantidade de 17µL de adrenalina 

60mM (0,006g de adrenalina em 300µL de água purificada e 3µL de HCl). A leitura do 

reagente branco foi realizada a cada 10 segundos, durante 180 segundos, a fim de 

determinar a curva de calibração. Este processo será repetido após a leitura de quatro 

amostras e sempre que houver a troca de reagentes. As amostras foram preparadas 

a partir da mistura de 10µL de catalase 0,0024g/mL, 3µL a 7µL de amostra e 970µL 

de tampão glicina a 32ºC. A leitura da amostra foi realizada a cada 10 segundos, 

durante 180 segundos. As leituras foram realizadas em espectrofotômetro de lâmpada 

de deutério, em cubetas de plástico, a 480nm. A atividade da SOD foi expressa em U 

de SOD/mg de proteína178.  

A atividade enzimática da catalase foi determinada pela diminuição no consumo 

de peróxido de hidrogênio. As amostras teciduais foram homogeneizadas em 1mL de 

tampão catalase [PBS+NaCl (pH 7,0), contendo 8,0086g de NaCl (136,9 mM), 

0,1496g de KH2PO4 (1,1 mM) e 0,0383g de Na2HPO4 (0,27 mM)] e centrifugadas por 

10 min em 3000 rpm, em temperatura ambiente. O reagente branco foi preparado a 

partir da mistura de 100µL de sobrenadante da amostra com 1mL de tampão catalase 

e foi utilizado para zerar o espectrofotômetro. O reagente amostra foi preparado a 

partir da mistura de 100µL de sobrenadante da amostra com 1mL de tampão catalase 

contendo H2O2 (25mL de tampão catalase e 400µL de H2O2, protegido da luz). A 

leitura da amostra foi realizada em espectrofotômetro de lâmpada de deutério, em 
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cubetas de quartzo, a 240nm. Foram realizadas mensurações referentes ao 

decaimento de absorbância nos tempos 0, 30 e 60 segundos. O processo foi repetido 

para cada amostra. A atividade da CAT foi expressa em U de CAT/mg de proteína179. 

 

3.5.9 Atividade da enzima succinato desidrogenase 

 

A atividade da enzima succinato desidrogenase (SDH) foi determinada de 

acordo com o método de Fischer e colegas medidos seguindo a diminuição da 

absorbância devido à redução de 2,6-dicloroindofenol (2,6-DCIP) a 600nm com 

700nm como o comprimento de onda de referência (e = 19,1 mM-1 cm-1) na presença 

de metossulfato de fenazina (PMS)180. A mistura de reação consistindo de 40mM de 

fosfato de potássio, pH 7,4, 16mM de succinato e 8 mM de 2,6-DCIP foi pré-incubada 

com 40-80μg de proteína homogeneizada a 30°C por 20min. Posteriormente, 4mM de 

azida de sódio, 7 μM de rotenona e 40 μM de 2,6-DCIP foram adicionados, e a reação 

foi iniciada por uma adição de 1 mM de PMS e foi monitorada por 5 min. A atividade 

foi expressa em nmo/min x mg de proteína. 

 

3.5.10 Atividade da cadeia respiratória mitocondrial 

 

Determinação da atividade do complexo I: A atividade do complexo I foi 

avaliada pela taxa de Nicotinamida adenina dinucleotídeo reduzido (NADH)  

dependente da redução do ferrocianeto de potássio, este último sendo utilizado como 

aceptor de elétrons181. No meio de reação foi adicionado tampão fosfato de potássio 

100mM, ferrocianeto 10mM, NADH 14mM, rotenona 2mM e amostra. A leitura foi 

realizada em espectrofotômetro a cada 60 segundos, durante 3 min, em 420nm.  

Determinação da atividade do complexo II:  foi mensurada pela diminuição da 

absorbância do 2,6-dicloroindofenol (DCIP)182. A amostra foi adicionada a um meio de 

incubação contendo tampão fosfato de potássio 62,5mM, succinato de sódio 250mM 

e DCIP 0,5mM, seguindo de incubação por 20 minutos à 30ºC em banho-maria. Após 

a incubação foi adicionado azida sódica na concentração de 100mM, rotenona a 2mM 

e novamente DCIP 0,5mM, para então realizar leitura em espectrofotômetro em 

600nm por 5 min, sendo registrados a absorbância a cada minuto. 

Determinação da atividade do complexo II-III o meio de reação, constituído de 

tampão fosfato de potássio 40mM (pH 7,4) contendo 16mM de succinato de sódio, foi 
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pré-incubado com 40-8μg de proteínas do homogeneizado a 30°C por 30 minutos. Em 

seguida, foram adicionados 4mM de azida sódica e 7μM de rotenona e a reação se 

iniciara pela adição de 0,6 μg/mL de citocromo c e as absorbâncias foram registradas 

por 5 minutos a 550nm. A atividade do complexo II-III foi medida pelo aumento da 

absorbância causado pela redução do citocromo c151.  

Determinação da atividade do complexo IV: foi determinada de acordo com a 

técnica descrita por Rustin et al183 . O meio de incubação contêm tampão fosfato de 

potássio 10mM (pH 7,0), 0,6mM de n-dodecil-D-maltosídeo e 10-2μg de proteínas 

(homogeneizado). A reação foi iniciada após a adição de 0,7μg de citocromo c 

previamente reduzido. A atividade do complexo IV foi medida a 25°C por 10 minutos 

pelo decréscimo da absorbância a 550nm devido à oxidação do citocromo c 

reduzido181–183. 

 

3.5.11 Determinação de proteínas totais 

 

Todos os resultados das análises bioquímicas foram normalizados com a 

quantidade de proteínas avaliada de acordo com o método descrito por Lowry e 

colaboradores184. 

 

 
3.6 PROCESSAMENTO E ANÁLISE DOS DADOS 

 
A análise estatística dos dados e a elaboração dos gráficos foi realizada no 

programa estatístico Graphpad Prism® versão 8.0. Para as análises bioquímicas, os 

dados foram apresentados como média ± EPM e analisados por ANOVA, seguido de 

teste post hoc Tukey.  

Dados da tarefa de habituação ao campo aberto e reconhecimento de objetos 

foram relatados como média ± EPM, e as comparações dentre os grupos foram feitas 

utilizando-se teste t de Student pareado. Sobrevida foi avaliada por Kaplan-Meier. 

Para todas as análises, foi adotado um nível de significância de 95% (p<0,05). 
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3.7 ASPECTOS ÉTICOS 

 

A presente tese teve seu projeto de pesquisa aprovado pela Comissão de Ética 

em Uso de Animais (CEUA) da UNISUL, protocolo 19.034.4.01.IV. A utilização dos 

animais seguiu os Princípios de Cuidados de Animais de Laboratório e a Diretriz 

Brasileira para o Cuidado e a Utilização de Animais para fins científicos e didáticos – 

DBCA-2016185. 
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4. ARTIGO 

 

Nesta sessão será apresentado o artigo intitulado: “NLRP3 activation 

contributes to postoperative cognitive dysfunction in elderly rats”, o mesmo será 

submetido para a revista Brain Behavior and Immunity, com fator de impacto de 7.217 

e classificação A1 no Qualis CAPES na área de Medicina II.  
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APÊNDICE 
 

APÊNDICE A – Normas da revista escolhidas para submissão do artigo 
resultante da tese 
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ANEXO A- Parecer Aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais 
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ANEXO B – Produção científica publicada durante o período do doutorado 
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