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RESUMO

Introducéo: Pacientes idosos submetidos a procedimentos cirdrgico, como cirurgia
ortopédica, frequentemente desenvolvem Disfuncdo Cognitiva Pds-operatoria
(DCPO). A DCPO refere-se a disturbios que afetam a orientacdo, atencao, percepcao
e consciéncia. Os mecanismos propostos sdo multifatoriais. Recentemente,
receptores que formam complexos proteicos, chamados inflamassomas foram
identificados. Nesse sentido o inflamassoma NLRP3 pode estar envolvido com a
exacerbacédo da resposta inflamatéria apds o procedimento cirargico ortopédico.
Objetivo: Investigar o envolvimento da ativacdo de NLRP3 nos mecanismos
associados a DCPO de ratos idosos comparados a jovens em um modelo
experimental de fratura da tibia (FT).

Métodos: Ratos Wistar machos adultos e idosos, foram submetidos ao modelo de FT.
Apoés a FT os animais receberam salina ou inibidor de formacdo de inflamassoma
NLRP3 (MCC950, 140 ng/kg) via intracerebroventricular. Apos sete dias, 0s grupos
controle (sham) e FT tratados com MCC950 ou salina, foram submetidos a avaliagao
da fungéo cognitiva por meio do teste de reconhecimento de objetos, sobrevivéncia,
atividade de mieloperoxidase, concentragdo de nitrito/nitrato (N/N); dano oxidativo a
lipidios e proteinas; a atividade de enzimas antioxidantes (superéxido dismutase-SOD
e catalase-CAT), enzimas da cadeia respiratéria mitocondrial e a atividade da
succinato desidrogenase (SDH) no hipocampo e cortex pré-frontal.

Resutados: MCC950 restaurou o comprometimento da memoria, elevagéo de N/N e
peroxidacao lipidica no hipocampo e cortex pré-frontal, bem como preservou a
atividade de CAT no cortex pré-frontal em ratos idosos. Adicionalmente na mesma
idade reverteu a alteracdo da atividade do complexo | em ambas as regides cerebrais
e I, IV e SDH no cortex pré-frontal.

Concluséo: A ativacdo de NLRP3 esta associada ao comprometimento da memaria
de longo prazo, estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial em ratos idosos

submetidos a um modelo experimental de FT.

Descritores: Disfuncéo cognitiva pos-operatoria, NLRP3, Estresse oxidativo, Cadeia

respiratoria 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 |
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. INTRODUCAO

A disfungéo cognitiva pos-operatéria (DCPO) é definida por um declinio no
desempenho cognitivo avaliado por testes neuropsicolégicos antes e apds um
procedimento cirlrgico e a exposicdo a anestesial. A complicacdo da DCPO esta
associada com o aumento da morbidade e mortalidade, principalmente em pacientes
idosos?. HA muitas controvérsias em relacdo a DCPO desde o seu diagnéstico até as
reais implicacdes para o paciente, e sua alta incidéncia é encontrada principalmente
apos procedimentos cardiacos e ortopédicos?2.

A populacdo mundial esta envelhecendo e o nimero de idosos submetidos a
procedimentos cirlrgicos aumentam constantemente*. Mundialmente, estima-se que
50% de todos os idosos sejam submetidos a pelo menos um procedimento cirdrgico
e a DCPO é a uma das complicacdes mais comuns e pouco compreendida®.

A DCPO pode ser detectada dias a semanas ap6s o procedimento cirirgico,
podendo se tornar permanente®8. Dessa forma, os idosos estdo mais propensos para
desenvolver a DCPO, que inclui perda de memdéria, concentracdo ou
comprometimento da atencdo, alteracbes estas associadas com o aumento da
mortalidade®’.

O préprio processo natural de envelhecimento acarreta em alteracoes
morfoldgicas, fisiolégicas e bioquimicas no sistema nervoso central (SNC), com
prejuizo de suas funcdes®. Devido a estas alteracdes, ha uma reducéo da capacidade
do idoso para lidar com o estresse associado a cirurgia, anestesia e internagdo?®.

Dados conclusivos sobre a etiologia da DCPO ainda nao foram determinados.
Entretanto, sabe-se que o0s procedimentos cirlrgicos causam uma resposta de
estresse sistémico, o que leva a liberacdo de hormbénios neuroenddcrinos e uma
resposta inflamatéria®. Estudos pré-clinicos indicam que mecanismos, incluindo as
vias humoral, celular e neural, possuem relagdo com a comunicacéo bidirecional entre
0 sistema imunitario e o cérebro apds a cirurgia. O envolvimento da resposta
neuroinflamatéria com comprometimento da barreira hematoencefalica (BHE),
consequentemente provoca estresse oxidativo e disfungdo mitocondrial ocasionando
dano cerebral®-15,

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

0 sistema imune inato, composto por células efetoras como macréfagos, neutrofilos e
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células dendriticas, estaria envolvido na fisiopatologia dessa disfungdo. Essas células
possuem receptores expressos em sua superficie chamados de receptores de
reconhecimento padréo (RRPs; do inglés, Pattern Recognition Receptors), que sdo
capazes de reconhecer estruturas moleculares presentes em microorganismo ou apos
a lesdo celulart’,

Alguns receptores do tipo Toll-like (TLRs; do inglés, Toll Like Receptors) assim
como os receptores do tipo dominio de ligacdo e oligomerizacdo de nucleotideos
(NOD; do inglés, nucletide binding and oligomerization domain) conhecidos por
formarem inflamassomas, encontram-se no citoplasma de diferentes células imunes
e ambos atuam como RRPs!81°, A ativacdo destes receptores gera respostas imunes
importantes para a defesa do hospedeiro e reparo tecidual®®.

Nesse espectro, o inflamassoma € um complexo que contém receptores do tipo
NOD ou também chamados NLRs (do inglés, NOD-like receptors) que além de
reconhecerem os padrées moleculares associados ao patégenos (PAMPSs; do inglés,
pathogen-associated molecular patterns), reconhecem padrdes moleculares
associados a danos (DAMPs; do inglés, damage-associated molecular patterns):®. A
ativacdo destes receptores € crucial para a ativacdo de respostas inflamatérias
durante o dano, como ja verificado em processos como a isquemia e a sepse®.

Dentre os NLRs, existem varios membros (NLRP1, NLRP2, NLRP3, NLRC4,
NLRP6, NLRP7 e NLRP12) capazes de formar inimeros complexos de
inflamassomas?!. No entanto, o NLRP3 é o receptor mais bem descrito desta
familia?2. Trata-se de um complexo proteico citosélico estruturalmente composto pela
molécula NLRP3, uma proteina adaptadora, proteinas semelhantes a particula
apoptoética contendo dominio de recrutamento de caspase (ASC do inglés, Apoptosis-
associated speck-like protein containing a caspase-recruitment domain) com dominio
N-terminal e pela pré-caspase-1%2.

Alguns estudos sugerem que a presenca de espécies reativas de oxigénio
(EROs) levam a ativacéo do inflamassoma NLRP3 e, portanto, as EROs exercem um
efeito sobre a ativacdo da resposta inflamatéria®*?>. Nesse sentido, mesmo que o
inflamassoma NLRP3 possua um papel importante na regulacdo da imunidade inata?®,
em contrapartida, sabe-se do seu envolvimento sobre a resposta inflamatoria
desregulada e a sua associagdo a génese de doencas inflamat6rias?®.

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

oxidativo!® e a neuroinflamacéo persistente?’, tem-se como hipétese no presente
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estudo que a ativacao da via regulada pelo inflamassoma NRLP3 possua influéncia
sobre tais alteragbes cerebrais associadas a DCPO. Dessa forma com o presente
estudo, pretendeu-se responder a hipotese proposta trazendo novas perspectivas

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

1.1REFERENCIAL TEORICO

1.1.1 Definicéo e epidemiologia da DCPO

A DCPO é uma complicacdo grave na funcdo cognitiva apds procedimentos
cirurgicos?®. Refere-se a uma deterioracdo da funcéo intelectual associada a cirugia,
comprometendo o processamento de informacdes, incluindo tarefas mentais como:
atencao, raciocinio e memoria, impedindo o individuo de adquirir conhecimento e
solucionar problemas, quantificados por testes neuropsicolégicos?®. Em casos mais
graves, apresenta confusdo, alucinacdes e delirios®.

Idealmente, os testes de avalicdo neurofuncional devem ser realizados antes
e apdés um procedimento cirirgico e exposicdo a anestesia?®3l. Além disso, os
pacientes com disfuncéo cognitiva anterior a DCPO parecem ter um risco maior de
morte a longo prazo, realocacdes hospitalares, comprometimento cognitivo até cinco
anos apoOs a cirurgia, gerando um impacto na qualidade de vida%?3. Ainda, a
hospitalizagdo como extensdo da cirurgia e resposta inflamatoéria sistémica podem
contribuir para a DCPQO?3.

De fato, uma cirurgia pode levar ao declinio cognitivo transitério em pacientes
de todas as faixas etarias, mas a persisténcia da DCPO é observada principalmente
em pacientes idosos?’. Aproximadamente cerca de 30% da populacdo idosa em
paises desenvolvidos € exposta a um episédio de anestesia anualmente e a
prevaléncia de transtornos neurocognitivos em pacientes com mais de 65 anos varia
entre 20% e 34%3.

Além disso, a incidéncia relatada de disfuncdo cognitiva em idosos é de
aproximadamente 6,8% apo0s cirurgias menores, e aproximadamente 10% dos idosos
submetidos a cirurgia irdo desenvolver DCPO, aumentando a medida que os
pacientes idosos necessitem de novos procedimentos cirlirgicos®®. A DCPO esta

relacionada com uma alta incidéncia apés um procedimento cirtrgico ortopédico336.
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Dentro de alguns grupos de alto risco, como pacientes com fratura de quadril, varia
de 16 a 62%37-%,

A cirurgia ortopédica € realizada rotineiramente, especialmente em idosos, para
melhorar a qualidade de vida e reparar lesGes 6sseas comuns*®4!, No entanto, até
50% dos pacientes de cirurgia ortopédica com mais de 65 anos de idade apresentam
comprometimentos neurolégicos por cirurgia e anestesia geral, levando a um declinio
cognitivo persistente*%41, Além disso, a capacidade de curar e regenerar tecidos ap6s
a cirurgia diminui com a idade e pode afetar a qualidade do reparo da fratura e até a
integracéo éssea dos implantes#C. Isso se correlaciona com um mal prognéstico, ou
seja, aumenta o risco de mortalidade nos primeiros meses, declinio funcional
persistente e aumento do tempo de internacdo hospitalart?—44,

Alguns fatores de risco sdo sugeridos na génese da DCPO em relacdo as
cirurgias ortopédicas, incluindo idade avancada, complicacdes tromboembodlicas,
influéncia da terapia medicamentosa para dor no periodo pés-operatorio e
imobilizacdo prolongada resultante de fraturas dos o0ssos longos*®4°. Estudos
mostram que a DCPO esta associada a uma resposta inflamatoria sistémica a
cirurgia®*46-48 que também tem sido descrita em cirurgias ortopédicas, como
artroplastia®42.

Ademais, pesquisas indicam que a neuroinflamacao e o estresse oxidativo sao
mecanismos determinantes para o desenvolvimento da DCPO em pacientes idosos
concentrando-se principalmente sobre o comprometimento do hipocampo?’49. Apés a
cirurgia, a disfuncdo endotelial, a ruptura da BHE e a infiltracdo periférica de
macroéfagos, contribuem para a neuroinflamacéo aguda do hipocampo!*-%°, Entretanto,
apesar dos fatores identificados, ainda ndo existem evidéncias suficientes sobre os

mecanismos responsaveis pela DCPO em idosos?*°.

1.1.2 Fisiopatologia da DCPO

1.1.2.1 Inflamacéo Periférica a Neuroinflamacao

A neuroinflamacdo, processos de estresse oxidativo, hipoxia cerebral,
neurotoxicidade, alteracdes da neurotransmissdo colinérgica e alteragcdo da
permeabilidade da BHE, estdo envolvidos na fisiopatologia da DCPOQ?11.1251-53

Entretanto, apesar de mecanismos fisiopatologicos da DCPO terem sido descritos, é
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importante elucidar a perpetuacdo da resposta neuroinflamatodria particularmente
associada a mecanismos de neurodegeneragao®.

Esta bem descrito que apds uma cirurgia ortopédica como da fratura na tibia,
ocorre inflamacéo sistémica e central''>1.55-57, De fato, o dano tecidual e o trauma
decorrente da cirurgia induzem a formacdo de DAMPs conhecidos como alarminas, a
exemplo a proteina caixa 1 do grupo de alta mobilidade (HMGB1; do inglés, high
mobility group box 1)%8. A ligagdo de DAMPs — RRPs envolve células do sistema imune
inato como mondcitos-macroéfagos conduzindo a ativacdo do fator nuclear kappa B
(NF-kB), resultando na liberacao de citocinas pro-inflamatérias que sao rapidamente
elevadas apOs a cirurgia ortopédica, tanto em camundongos quanto em seres

humanos®159.60 (Figura 1).

e Citocina ped-Inflamatdria
Monocito

CCR2 %

NF-kp %,

Figura 1 — Resposta neuroinflamatoria ao trauma pés-operatorio.

Fonte: Adaptado de Su e colaboradores®2.

O aumento da expressao de citocinas no hipocampo de camundongos apos um
procedimento cirurgico foi associado ao declinio cognitivo corroborando a viséo de
gue a neuroinflamacao induzida pela cirurgia pode resultar no comprometimento
cognitivo®l. A neuroinflamac&o é um componente critico dos mecanismos patogénicos
da DCPO, pois o trauma cirurgico induz a ligacdo DAMPs a RRP; envolvendo o

sistema imunoldgico inato via sinalizacdo dependente de NF-kB nos mondcitos, para
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sintetizar e liberar citocinas pro-inflamatorias, incluindo o Fator de Necrose Tumoral-
alfa (TNF-a; do inglés, Tumor Necrosis Factor Alpha), interleucinal-g (IL-1pB),
interleucina-6 (IL-6), e interleucina-18 (IL-18)1%62-66 no qual estdo completamente
implicadas na resposta inflamatéria®’.

O pico da resposta inflamatéria apdés um trauma ortopédico, inicia dentro das
primeiras 24 horas®8. As concentracées de TNF-a no sangue apresentam pico nas
primeiras 24 horas e retorna aos valores basais dentre as 72 horas pés trauma®:. O
TNF-a é expresso por macrofagos e outras células inflamatdrias e induz uma cascata
inflamat6éria e age como agente quimiotatico recrutando fibroblastos e células
osteoprogenitoras®®. Ja a IL-1B é produzida por macréfagos na fase aguda da
inflamacéo, induz a producéo de IL-6 nos osteoblastos, produz o calo cartilaginoso
primario e também promove angiogénese no tecido 6sseo lesionado’®.

Logo, a inflamacdo € um processo biologico fundamental para a erradicacéo
dos agentes patogénicos e a manutencdo da homeostase dos tecidos’:. No entanto,
se esta progressdo de eventos persiste, 0 processo pode progredir para um estado
de inflamacéo crénica com respostas sistemicas’?. Nesse contexto, a liberacédo de
citocinas pro-inflamatorias periféricas tem papel importante na ruptura da BHE, seja
por ativagdo endotelial direta ou relacionada a capacidade que as mesmas tém de
elevar a expressao de metaloproteinases de matriz extracelular (MMPs; do inglés,
matrix metalloproteinase), enzimas da classe das proteases zinco-dependentes que
alteram a ligacédo entre as juncdes apertadas da BHE®E,

Ademais, o0s mediadores inflamatoérios periféricos além de alterar a
permeabilidade da BHE, podem causar ativacdo do SNC através do nervo vago o qual
se comunica diretamente com as estruturas encefalicas’®"*-’>, A BHE é fundamental
para a homeostase, manutencéo e funcéo da sinalizacdo neuronal adequada’®. Além
das funcbes de permeabilidade seletiva, a BHE possui aspectos importantes como
funcéo neuroimune, incluindo a secrecao de citocinas, protaglandinas e éxido nitrico””.

Achados clinicos e experimentais mostram que a disfuncdo da BHE €& uma
marca inicial para varios distarbios neurol6gicos, a exemplo a DCPO’8. Essas
alteracOes sdo geradas quando ocorre sinalizacdo imune por meio da ativagdo das
células endoteliais que compdem a BHE via citocinas pro-inflamatoérias, que por sua
vez, pode causar o aumento da permeabilidade, aumentando a infiltracdo de
substancias toxicas dos tecidos periféricos para o encéfalo’®’8, Portanto, com o

rompimento da BHE, substéncia neurotoxicas, assim como mediadores inflamatorios
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periféricos, tém acesso livre para o parénquima cerebral, migrando para regiées do
encéfalo, causando danos neuronais, por ativacdo excessiva de micréglias e
astrocitos®’79:80,

Quando em repouso, as microglias realizam manutencao de rotina e vigilancia
imunolégica®l. Em resposta a uma leséo ou por um estimulo imune, a micréglia pode
iniciar uma resposta neuroinflamatéria, podendo secretar uma variedade de moléculas
pré-inflamatérias, como Oxido nitrico, espécies reativas e citocinas como TNF-a e IL-
1B, e possiveis moléculas de adeséao celular®-84,

A resposta neuroinflamatoria causada pela ativacdo microglial é crucial para a
recuperacdo do SNC. Porém, quando ha percisténcia extracelular anormal, a resposta
inflamatoria adquire um carater nocivo, tendo em vista que estimula danos
secundarios aos neurdnios e exacerba a ocorréncia de muitos distlirbios como lesdes
estruturais, morte celular e disfuncdo neuroldgica®-8>. Ademais, este processo
prejudica a BHE, o que oportuna a recorrente ocorréncia de dano ao sistema nervoso
e disfuncdo deste 6rgédo®. No hipocampo se sabe que a micréglia ativada libera
citocinas pro-inflamatorias capazes de interromper a potencializacao a longo prazo, o
correlato neurobiolégico de aprendizado e memoria®’.

Nesse sentido, sabe-se que o trauma cirdrgico em modelos animais esta
associado com a ativacdo microglial persistente capaz de manter niveis elevados de
citocinas proé-inflamatérias, como TNF-a e IL-18%3. O aumento das citocinas
inflamatorias a nivel cerebral leva a apoptose celular provocando o aumento dos
niveis da proteina S100B, que € um marcador de lesdo aguda cerebral®®. Em um
estudo conduzido por Li e colaboradores em 2012, encontraram uma associagao entre
o desenvolvimento de DCPO e os niveis elevados de S100B, TNF-a e IL-6%°. A IL-6 é
reguladora importante de sinapses, cujas concentracdes locais elevadas podem inibir
a funcéo sinaptica®.

Em um modelo pré-clinico, foi demonstrado o envolvimento de IL-13 e TNF-a
na mediacdo da neuroinflamacédo via ativacdo microglial, com subsequente
comprometimento cognitivo!!. Ainda, Terrando e colaboradores®! mostraram que o
tratamento com anticorpo anti-TNF-a foi efetivo em diminuir a cascata de citocinas no
hipocampo, assim como o declinio cognitivo apds fratura de tibia em modelo animal®™.

Particularmente o declinio cognitivo apds a cirurgia em idosos € um grande
problema clinico de mecanismo incerto®l. No entanto, a medida que a populagéo

envelhece, a cirurgia estd sendo realizada com maior frequéncia em pacientes
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progressivamente mais velhos e com maior prevaléncia de comorbidades®!. Estudos
mostram que em idosos, a perpetuacdo do processo inflamatério pode apresentar
uma disfuncionalidade comparado a individuos jovens®°4l, O processo de
envelhecimento € acompanhado do aumento na fragilidade fisica e mental produzindo
um risco elevado de estresse fisico e psicolégico®. O estresse é um potente
modulador da funcdo imune, que na juventude pode ser compensado pela presenca
de uma resposta imune adequada®?. Assim, em idosos a resposta imune é atenuada
como resultado do declinio de varios componentes do sistema imunol6gico®. Além
disso, ao envelhecer, a capacidade de reparo e regeneracdo de tecidos também
diminui, apresentando uma mudanca para um estado pro-inflamatério crénico
conhecido como inflammaging®2.

Associado a imunodeficiéncia caracteristica em idosos, as células da micréglia
sdo ativadas por processos neurodegenerativos cronicos®. Dessa forma, a interacdo
da inflamacéao sistémica com as alteracdes degenerativas preexistentes pode ser um
importante mecanismo para explicar muitos episédios de delirium®. Com o
envelhecimento, ha ainda uma reducéo fisiologica de 28% no fluxo sanguineo
cerebral, além de perda neuronal em muitas areas, incluindo o neocértex e o
hipocampo®®.

Segundo Price e colaboradores®, marcadores neuroimagioldgicos, como o
volume do hipocampo, podem indicar o risco de DCPO pré-operatoriamente, sabendo-
se que o hipocampo € vulneravel a degeneracdo neuronal apos estresse bioldgico ou
psicolégico severo. Estudos afirmam que o grau de atrofia do hipocampo € um
indicador das alteracdes cerebrais neurodegenerativas®’:%, Chen e colaboradores
conduziram um estudo que avaliou a reducao do volume do hipocampo em doentes
idosos com DCPO®. 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 ocorréncia de DCPO nos
doentes idosos®.

Mesmo com todos o0s aspectos mencionados, como a neuroinflamagao
associada a neurodegeneracdo e a susceptibilidade de regibes cerebrais alvo,
particularmente em idosos para o desenvolvimento da DCPO, ainda podemos
destacar o envolvimento do estresse oxidativo e disfuncdo mitocondrial®t. A alteracdo
dos complexos da cadeia respitatoria mitocondrial e a neuroinflamagéo séo fontes de

producdo de EROs e espécies reativas de nitrogénio (ERNs) em nivel cerebral com
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comprometimento da fungéo celular pelo dano em lipidios, proteinas e DNA, sendo
um evento adicional e determinante para a DCPO em idosos apds cirurgia

ortopédica“®.

1.1.3 Estresse Oxidativo e Disfun¢éo energética mitocondrial

Radicais livres sdo moléculas que tem alta instabilidade quimica, e elétrons
desemparelhados na Ultima camada eletronical®. No entanto, existem outras
moléculas quimicas reativas que podem se comportar como radicais livres mesmo
ndo tendo elétrons desemparelhados na sua Ultima camada'®t. Dessa forma, todas
essas moléculas sdo chamadas de espécies reativasi®l. Estas espécies podem ser
geradas a partir do oxigénio molecular ou do nitrogéniol.

No ser humano, as principais fontes geradoras de EROs sé&o as reacfes que
utilizam oxigénio ou nitrogéniol®?. As mitocondrias representam a maior fonte
endogena de producdo de EROs nos eucariontes, onde uma pequena parte do
oxigénio utilizado na respiracédo celular pode se transformar em espécies reativas®s.
No entanto, as células imunes, como a propria microglia, macréfagos e neutrdfilos,
que apresentam as enzimas NADPH oxidase, sdo capazes de produzir elevadas
concentracbes destes metabodlitos que atuam como microbicidas, protegendo o
organismo contra o ataque de patégenost03.104,

Por outro lado, para que os niveis de EROs ndo excedam o necessario para o
controle do microrganismo, as ceélulas dispbfe de mecanismos enzimaticos
antioxidantes, exercendo um controle sobre as espécies reativas geradas, evitando o
dano celulari®®, Entretanto, quando a producéo de espécies reativas é exacerbada ou
a concentracdo ou atividade das enzimas antioxidantes é prejudicada, ocorre um
fendbmeno chamado estresse oxidativo, podendo entdo acarretar danos
celulares?6107 Estes danos sdo oxidagdo de lipidos e proteinas, as quais sofrem
modifica¢des estruturais e funcionais. E por fim, o dano pode propagar-se até o nucleo
celular, danificando o DNA e dificultando os mecanismos de reparagdo do
organismo'®®, Tais respostas, estdo associados como eixo na fisiopatologia de
diferentes doencas neurodegenerativas?6.107,

No que refere-se a formacdo de EROs pelas mitocondrias, tal organela
responsavel pela respiragdo celular e sintese de ATP, também participam da

homeostase de calcio, sintese de esterbides e também pela geracéo de radicais livres,
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sendo essencial na manutengdo da estrutura e funcéo celulart®®1, O processo de
geracdo de ATP se inicia no citoplasma com as enzimas da via glicolitica, através do
catabolismo da glicose a piruvato, que entra na matriz mitocondrial, gerando as
coenzimas reduzidas NADH e FADH2'%, Por sua vez, as coenzimas reduzidas séo
oxidadas nos complexos localizados nos poros mitocondriais, e os elétrons sdo
transportados pelos complexos I, Il, 1l e IV e ubiquinona, até chegarem ao aceptor
final oxigénio (O2), reduzindo-o a 4gua e formando a ATP!L,

Entretanto, apenas uma pequena concentracdo de Oz é convertida a ERO na
mitocondria em condi¢cdes de homeostase, todavia sua produgcdo é aumentada na
presenca de hipoxia ou isquemia, lesdo tecidual, infeccdo, inflamacéo e trauma
cirtirgico'*?, o que pode se elevar o potencial oxidante das EROs. Particularmente, em
tecidos onde ocorre uma fratura, devido ao mecanismo de isquemia, reperfusao e
resposta inflamatéria, existe um aumento de geracdo de EROs com disfuncao
mitocondrial'3. A disfungdo mitocondrial participa desse processo através de vias que
podem levar a morte celular por apoptose ou necrose!19,

As EROs séo representadas por radicais livres e nao-livres, moléculas de
radicais oxigenados, como peréxido de hidrogénio (H202), anion superoxido (02), e 0
radical hidroxil (OH")4115 Na mitocondria por exemplo, a formacdo de EROs ocorre
nos complexos da cadeia respiratéria especialmente nos complexos |, Il e Ill, onde o
oxigénio é convertido ao Oz, tendo alto poder oxidativo®s.

Para manter a homeostase organica, ou balanco redox, as células dispfe de
um sistema de defesa antioxidante: superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPx), sendo que antioxidante é definido como qualquer
substancia que, mesmo presente em baixas concentracdes em relacdo ao substrato
oxidavel, pode adiar ou prevenir a oxidacdo do mesmo ou de forma significatival*¢. O
Oz ocorre em quase todas as células aerébicas e € produzido durante a ativacdo
maxima de neutrofilos, mondcitos, macréfagos e eosinofilos e como visto, no
funcionamento da cadeia respiratéria mitocondrial''’. Imediatamente apdés a sua
geracdo ele é catalizado pela enzima SOD, sendo convertido em H202, permitindo que
as demais enzimas do complexo possam fazer posterior transformacao a agua.

O H20: apesar de ndo ser um radical livre, pela auséncia de elétrons
desemparelhados, € uma molécula altamente reativa e toxica, nesse momento a
enzima CAT entra em acdo e converte o H202 em oxigénio molecular e agual®

Porém, caso a atividade da enzima nao seja suficiente, o H202 pode reagir com o ferro
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(Fe?"), e formar um radical hidroxila (OH’). O OH- é o mais reativo em sistemas
biolégicos e com maior capacidade de causar dano tecidual, pois ndo existe
mecanismo de eliminacdo enzimatico especifico para ele!'®. Ademais, assim como a
CAT a GPx que possui atividade de peroxidase, ou seja, catalisa a reducédo do

peréxido de hidrogénio a oxigénio e agua'?® (Figura 2).

i NADPH oxidase [

Cadeia transportadora
de elétrons

0, soo  H,0, i
anion superéxido peréxido de hidrogénio GPx H,0
Fe+*, Cu+

Reacdo
de Fenton
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éxido nitrico

ONOO OH
peroxinitrito radical hidroxila

Figura 2 — Formagdo de espécies reativas e as enzimas antioxidantes.

Fonte: Adaptado de Su e colaboradores???,

Além das EROs, existem também aquelas originadas a partir da oxidacao do
nitrogénio, as espécies reativas de nitrogénio (ERNs). Dentre elas , o 6xido nitrico
(NO) e didxido de nitrogénio (NOz2) apresentam elétrons desemparelhados, portanto,
podem ser considerados como radicais livres, diferentemente do Oxido nitroso
(N20)*22, O éxido nitrico enddgeno, sintetizado a partir de L-arginina, de oxigénio e de
NADPH oxidase, por enzimas que pertencem a classe de sintase de ON ou por
reducdo de nitrato inorganico, € uma das moléculas de sinalizacdo envolvidas na
vasodilatacdo e neurotransmiss&o!?3.

O ON também é liberado pelos fagocitos (mondcitos, macréfagos e neutrofilos),
como resultado da reacdo do sistema imune!?*. Eles reagem com Oz, resultando na
producdo de uma espécie de nitrogénio altamente reativa, o peroxinitrito (ONOO"), um
poderoso oxidante contra muitas moléculas biolégicas?®®>. O ONOO- pode ser
decomposto para produzir radicais OH-, independentemente da presenca de metais

de transicdo®?® . Em estudo prévio, demosntramos um aumento na concentragdo de
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nitrito/nitrato um marcador da presenca de ON em cérebro de ratos idosos apos serem
submetidos a fratura de tibia*?’.

Alguns estudos ressaltam que a atividade das MMPs podem ser aumentada
pela presenca de citocinas pré-inflamatérias e pelas EROs e ERNs'?%129, Como a
regulacao e ativacao da expressédo das MMPs s&o complexas e bem controladas, a
perda dessa homeostase leva a degradacgéo da lamina basal e das juncfes apertadas
da BHE e, como consequéncia, aumento da permeabilidade!3°,

Com a perda da integridade da BHE, neurbnios se tornam altamente
vulneraveis aos efeitos das EROs e ERNs?'3!, Tal suscetibilidade ocorre devido ao seu
alto estado metabdlico, formado por grande quantidade de &cidos graxos com
tendéncia a peroxidacao lipidica, alta concentracdo de metais de transicdo capazes
de levar a formacéo de EROs e baixa quantidade de antioxidantes'®2.

Dessa forma, o estresse oxidativo tem surgido como um potencial mecanismo
implicado na patogenese da DCPO . H4 evidéncia de que o estresse oxidativo esta
relacionado com o desenvolvimento da DCPO pela liberacdo de neurotransmissores
que contribuem para o declinio cognitivo!33, Ji e colaboradores!3* hipotetizaram que
certos parametros de estresse oxidativo, como o malonaldeido (MDA) possam ser
preditivos de DCPO em doentes idosos ap0s cirurgia ortopédica. Além de niveis
elevados de MDA, apresentavam niveis aumentados de pTau/AB1-42 no liquido
cefalorraquidiano. Estes resultados séo sugestivos de que os biomarcadores de
neurodegeneracao estejam também relacionados com o desenvolvimento de DCPO.

Tanto Zheng em 2016 como Cheng em 2013, escolheram os niveis de 8-iso-
PG como indicador da resposta ao estresse oxidativo por ser um dos produtos da
peroxidacéo lipidical3>13%, Este apresentou-se mais elevados 7 dias apoés cirurgia em
pacientes com DCPO. Em estudo mais recente, de 2017 conduzido por Wu, propds-
se a hipbtese de que a tioredoxina possa ser também um potencial biomarcador para
DCPO, uma vez que esta € uma proteina antioxidante que modula a sinalizacéo
celular, inflamacéo, crescimento e apoptose celular*®*’. Os seus niveis eram mais
elevados nos idosos com DCPO comparativamente aos no idoso sem DCPO. Uma
vez que esta € liberada pelas células na presenca de estresse oxidativo, 0s niveis de
TRX circulante é um bom indicador de estresse oxidativo, estando este, envolvido na
ocorréncia de DCPO%’,

Da mesma forma como encontrado nos estudos clinicos, um estudo pré-clinico

recente, mostrou o envolvimento do estresse oxidativo sobre a DCPO em ratos idosos
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submetidos a fratura de tibia!®>. Concluiu-se que, em ratos idosos submetidos em
modelo experimental de fratura na tibia houve peroxidacao lipidica e oxidacéo proteica
através da elevacao MDA e proteinas carboniladas no cortex pré-frontal e hipocampo,
com diminuicdo de enzimas antioxidantes nas mesmas estruturas cerebrais.

Evidéncias mostram que mediadores inflamatérios no parénquima cerebral
podem levar a déficit de neurotrasmissores, bem como interferéncias no metabolismo
oxidativo, elevando a producdo de EROs!3139 ocasionando em lesdo cerebral e
reducdo das funcdes do hipocampo e coértex pré-frontal como aprendizado e
memorial®141, Assim, um aumento persistente de estresse oxidativo, proveniente de
vias como as reguladas por citocinas pro-inflamatérias, resultam na reducdo da
neurogénese no hipocampo e da sobrevida dos mesmos'42. Bem como, alteracdes na
arborizacdo dendritica destes neurdnios e reducao das funcdes do hipocampo como
aprendizado e memoria4.

Portanto, a associacao de estresse oxidativo e a neuroinflamacao persistente,
esta relacionada a um estado de dano neuronal constante como mecanismo da DCPO
em idosos. A descoberta de vias que promovem tais respostas sdo de grande

interesse para a area médica.

1.1.4 Receptores do tipo NOD e formacéao do inflamassoma NLRP3

O sistema imune inato € um sistema complexo constituido por células capazes
de reconhecer o patégeno ou o dano celular a partir dos RRPs*®17, Os receptores do
tipo TLRs sao 0os mais bem conhecidos ao identificar moléculas especificas presentes
no patégeno, denominados como PAMPs ou DAMPs19,

Assim como os TLRs, foram conhecidos posteriormente os receptores NLRs,
que além de reconhecerem os PAMPs, reconhecem também os DAMPs!. O
reconhecimento dos DAMPs e a ativacdo destes receptores € crucial para o
desenvolvimento de respostas inflamatérias durante o dano tecidual®.

Os NLRs possuem localizagdo citoplasmética, ao reconhecerem DAMPs ou
PAMPs, se oligomerizam para formar o inflamassoma, um complexo contendo
multiplas proteinas!*®. Dentre a familia de receptores NLRs, o NLRP3 é um dos
inflamassomas mais bem descritos?2. NLRP3 é também conhecido como criopirina ou
NALP3, sendo expresso na maioria das células da linhagem mieléide, inclusive na

micréglia e tem um papel importante na regulacéo da imunidade inata?6:144.145,
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O inflamassoma € entdo composto pela molécula NLRP3, por uma proteina
adaptadora ASC com dominio N-terminal efetor de piridina e uma por¢éo responsavel
pelo recrutamento de caspase (CARD) e pela proteina pré-caspase-1 (Figura 3)2. O
NLRP3 que atua como uma proteina sensora/receptora de localizacao citosolica que
serve como uma plataforma para a formacao do complexo com a proteina adaptadora

ASC e a proteina efetora a pré-caspase-1.

LRR NACHT PYD
nres 9090909000 @
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CARD Pro-caspase-1

Figura 3 — Esquema da estrutura do complexo inflamassoma NLRP3.

Fonte: Adaptado de Schroder e Tschopp27 e Hugles e O’'Neill*38,

A ativacéo do inflamassoma NLRP3 ocorre em duas etapas!*®-148, A primeira
ocorre pelo RRPs como TLRs, receptor de IL-13 ou de TNFa no reconhecimento de
PAMPs ou DAMPs, os quais levam a ativacao de uma cascata de sinalizacdo que
culmina na translocacao do fator de transcricdo NF-kB para o ndcleo, o que induz
expressdo de NLRP3 e a transcricdo da pré-IL-1B e pro-1L-184°. No segundo sinal,
uma grande variedade de PAMPs e DAMPs pode induzir a oligomerizacéo e ativacao
do NLRP3, com recrutamento e interacdo de ASC e pré-caspase-1 para resultar em
autoclivagem da caspase-1 e, finalmente na producao de citocinas pré-inflamatdrias,
como a IL-1B e IL-18 e uma forma de morte celular conhecida como piroptose!®0:151,

O segundo sinal pode ser caracterizado por trés sinais distintos, o primeiro
envolve a ativacdo da adenosina trifosfato (ATP), que atua como um agonista do
NLRP3 através de um receptor purinérgico dependente de P2X7 (P2X7), responsavel
pelo efluxo de potassio (K*)*2. O segundo, envolve com a consequente liberagédo de
proteases, como a catepsina B e o outro relacionado com a ativagdo de EROs

formadas pela disfuncéo mitocondrial (Figura 4)*%2.
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Figura 4 — llustracdo esquematica da ativacéo do inflamassoma NLRP3.

Fonte: Adaptado de Schao e colaboradores!®2,

Embora a ativacdo do inflamassoma seja benéfica, a desregulacdo da sua
ativagdo pode levar a exacerbagdo dos sintomas em doengas infecciosas e ao
desenvolvimento de desordens inflamatérias®:154155 A ativacdo do NLRP3 tem sido
implicada em varios modelos de doen¢as humanas?®?,

No SNC, o NLRP3 é o mais abundante inflamassoma, sendo uma molécula
chave em processos de neuroinflamacédo®®. Eles servem como ligantes em células
como a micrdglia e astrécitos'®. Em modelo animal que mimetiza a depresséo, a
microéglia foi a primeira célula a elevar a expressao do receptor NLRP3, associada a
elevacéo dos niveis de IL-1B%7.

Em encefalomielite autoimune experimental (EAE), relatos sobre o papel de
NLRP3 na doenca sdo numerosos!®®159 Estudos com camundongos knockout
revelaram que a auséncia de NLRP3, ASC, Caspase-1, IL-13 e IL-18 resulta em
severidade significativamente reduzida da doenca®®®.

Luo e colaboradores?®!, indicaram que a ativacdo do inflamassoma é crucial na
apresentacao clinica da doenca de forma severa. Além disso, foi demonstrado que
NLRP3 tem um papel critico na migracéo de células T helper para o SNC durante a
EAE2,
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Estudos recentes demonstram que a ativacao persistente deste complexo esta
envolvida na patogénese de doencas neurodegenerativas com  perfil
neuroinflamatério, como doenca de Alzheimer e de Parkinson®®?163, Nesse sentido,
em tais doencas o hipocampo e cortex pré-frontal sdo alvo e, fisiologicamente
possuem alta densidade dos receptores de IL-1B%64165, Embora seja necessario a
expressao de tais receptores para a aprendizagem normal e processos de memodria,
niveis mais altos também podem produzir diminuicédo da sua funcdo®®. Sugere-se que
outras doencas com condi¢cdes neuroinflamatérias particularmente pelo aumento de
IL-18 e IL-18, possam ter o envolvimento de NLRP3 em sua fisiopatologia a exemplo
a disfuncéo aguda e em longo prazo apds a sepse experimentalt®’.

Tendo em vista o exposto até o momento, nossa hipétese € de que o estresse
oxidativo e a reacao inflamatoria encefalica gerada durante a cirurgia ortopédica por
fratura de tibia em idosos, possa ser potencializada pela ativacdo do inflamassoma
NLRP3 e estariam relacionados com altera¢cdes comportamentais caracteristicas da
DCPO. Dessa forma, surge a necessidade de buscar novas intervencdes que atuem
em diferentes e importantes fatores que causam o dano cognitivo, visto essa
necessidade, houve-se entéo 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 a
fratura de tibia sobre parametros neuroinflamatérios, neuroquimicos e

comportamentais em ratos idosos comparados aos ratos jovens.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a sobrevida de ratos idosos comparado aos jovens em 7 dias ap0s
serem submetidos ao procedimento cirdrgico de fratura de tibia seguido pela
administracéo do inibidor especifico de NLRP3.

e Avaliar a memoéria de reconhecimento de objetos de ratos idosos comparado
aos jovens em 7 dias apds serem submetidos ao procedimento cirargico de
fratura de tibia seguindo pela administracéo do inibidor especifico de NLRP3.

e Mensurar a formacéo de nitrito/nitrato e mieloperoxidase no hipocampo e
cortex pré-frontal de ratos idosos comparado aos jovens em 7 dias apés
serem submetidos ao procedimento cirargico de fratura de tibia seguindo
pela administracéo do inibidor especifico de NLRP3.

e Avaliar o dano oxidativo em lipidios, proteinas e atividade antioxidante das
enzimas superoéxido dismutase e catalase no hipocampo e cortex pré-frontal
de ratos idosos comparado aos jovens em 7 dias apds serem submetidos ao
procedimento cirdrgico de fratura de tibia seguindo pela administracdo do
inibidor especifico de NLRP3.

e Avaliar a atividade da succinato desidrogenase (SDH) no hipocampo e cértex
pré-frontal de ratos idosos comparado aos jovens em 7 dias apdés serem
submetidos ao procedimento cirdrgico de fratura de tibia seguindo pela
administracdo do inibidor especifico de NLRP3.

e Avaliar a atividade da cadeia respiratoria mitocondrial 1, II, 1ll e IV no
hipocampo e cortex pré-frontal de ratos idosos comparado aos jovens em 7
dias apOs serem submetidos ao procedimento cirdrgico de fratura de tibia

seguindo pela administracéo do inibidor especifico de NLRP3.
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3. METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Estudo experimental pré-clinico utilizando modelo animal de doenca.

3.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

O inibidor de formacédo do NLRP3, MCC950 foi obtido de Sigma, St. Louis, USA.
Os reagentes utilizados para as andlises bioguimicas foram: &cido tiobarbiturico,
1,1,3,3 -tetrametoxipropano, brometo de hexadeciltrimetilamodnio, dinitrofenilhidrazina,
epinefrina, catalase de figado bovino, albumina bovina, sulfanilamina, azida soédica,
naftil etilenodiaminadicloridrato e reagente de Griess (Sigma, St. Louis, USA), acido
cloridrico, alcool etilico, acetato de etila, hidroxido de sédio, carbonato de sodio, acido
tricloroacético e peréxido de hidrogénio, acido aminoacético (Labsynth, Sado Paulo,
Brasil).

Para a realizacdo das técnicas laboratoriais foram utilizados os seguintes
equipamentos: agitador magnético (752A, Fisatom), balanca analitica (M214A, BEL
engeening), banho-maria (DeLeo equipamentos laboratoriais), espectrofotdbmetro
(NOVA1103, Novainstruments), espectrofotdbmetro (U2010, Hitachi), estufa de
secagem (Deleo), Freezer (F21, Eletrolux), homogeneizador potter (Marconi), leitor
de microplaca (TP reader, Thermo Plate), medidor de pH (pHB500, ION),
microcentrifuga refrigerada (NT805, Novatécnica), osmose reversa (R0O/0520,

Permution), refrigerador (R270,Eletrolux), Vértex (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 a 4gua e alimento (ragdo comercial especifica para a espécie). Foram

alocados 4 animais por caixas, alojadas em ambiente que possui sistema de exaustao
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de ar e controle de temperatura de acordo com as condicdes ideais para a espécie
em questao. Sendo que a temperatura foi mantida a 22°+1 e sistema de iluminagdo
que garante 12 horas de ambiente claro e 12 horas de ambiente escuro.

Com base em estudos prévios em modelos animais'®®, para uma diferenca de
até 20% nos parametros a serem analisados entre 0s grupos, com uma variancia de
no maximo 10% entre as médias, calculou-se o seguinte nUmero de animais por grupo,
6 animais para as analises bioquimicas 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 dias'®°. No tempo zero apés o protocolo de indugéo de
fratura da tibia, os animais receberam salina ou MCC950 via intracerebroventricular,
na cisterna magna com o auxilio de um aparato estereotaxico, de acordo com o grupo
experimental a qual pertence. Em um tempo de 7 dias apos a fratura de tibia os ratos
foram submetidos aos testes comportamentais e 24 horas apos 0s testes
comportamentais, o hipocampo e cértex pré-frontal foram isolados para as andlises
de estresse oxidativo, nitrito/nitrato, mieloperoxidase, e atividade da cadeia
respiratéria mitocondrial e SDH.
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Figura 5 — Esquema representativo do experimento.

3.4.2 Modelo de fratura de tibia

O modelo foi realizado conforme (figura 6) onde os animais foram anestesiados
com cetamina (80mg/kg) e xilazina (10mg/kg) i.p € 0 membro traseiro esquerdo
preparado para cirurgia. A analgesia (dipirona, 1mg/kg) foi administrada por via
subcutanea. Uma inciséo longitudinal foi feita a partir do joelho até o terco médio da
tibia. O tecido subcutaneo dissecado e musculos isolados até o tendao patelar e do
peridsteo tibial. Um orificio de 0,5mm na tibia proximal foi perfurado com uma agulha
de calibre 40x12mm logo abaixo e medial ao tendao patelar para inser¢do no canal
intramedular. Uma haste de ago inoxidavel de 1mm foi entdo inserida no canal até o
terco distal da tibial. Subsequentemente, a fibula e os musculos que rodeiam a tibia
foram isolados, o periésteo desinserido ao longo de uma distancia de 10mm de modo
circunferencial, e a osteotomia foi realizada com uma tesoura na jungédo do terco
médio e distal da tibia. Depois de produzir a fratura, a pele foi suturada com nylon 4/0
a reposicao de fluido foi feita através da adminnistracdo de 0,5ml de solucéo salina
normal injetada subcutaneamente. No grupo controle (sham) foi realizado apenas a

incisdo e anestesia sem a fratura da tibial?°.
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1. Assepsia 2. Incisac mediana 3. Perfuragao com 4. Inserido fio Kirschner
campo esteril joelho até 1/3 tibia agulha no canal medular no canal medular

5. Fratura diafise tibia 6. Sutura 7.Ilmagem radiologica na posicao perfil
com tesoura e antero-posterior

Figura 6 — Etapas do modelo experimental de fratura na tibia.

Fonte: Back Netto71,

3.5 ANALISES
3.5.1 Coleta das amostras

A retirada das amostras biolégicas foram feitas apds a morte indolor assistida
por overdose de tiopental (0,5 g/Kg) 7 dias apds a FT subsequentemente aos testes
comportamentais. As estruturas cerebrais: hipocampo e cortex pré-frontal foram
cuidadosamente dissecadas, armazenadas em tubos do tipo Eppendorf e mantidas

sob refrigeracéo em freezer -80°C até a realizagdo das analises.

3.5.2 Anélise da Sobrevida

Para avaliacdo da sobrevida, os animais foram observados diariamente,

durante 7 dias apds a inducéo de FT para verificar as taxas de mortalidade!’2.
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3.5.3 Reconhecimento de objetos

Os testes comportamentais comecaram apoés 7 dias da cirurgia de FT, sendo
testados individualmente. Antes de comecar as sessdes, 0s animais foram alojados
na sala de testes por pelo menos 30 minutos. Todas as sessdes foram gravadas por
cameras de video com resolugdo 1280 x 720 para analises posteriores. O
reconhecimento é definido como o processo pelo qual um sujeito esta ciente de que
um estimulo foi previamente experimentado. E fortemente dependente da memoria,
uma vez que requer uma seérie de operagdes cognitivas (como percepcao,
discriminagéo, identificacdo e comparacdes) que se baseiam em informagbes
previamente conhecidas para “combinar” o evento observado com uma memoria
previamente vivenciada.

No primeiro dia foi realizado o treino para habituacdo 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 &
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 entdo conta-se o tempo que o animal explora cada objeto (A e B). No
mesmo dia, 1 hora 30 minutos depois, se testa a memoria de curta duracdo, quando
o animal explora novamente o ambiente na presenca do primeiro objeto familiar
(objeto A) e o novo objeto (objeto C), e entdo conta-se novamente o tempo total que
0 animal explora cada objeto.

No dia seguinte (24 horas ap0s este teste), avaliou-se a memoria de longa
duracéo, 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 exploracdo de cada objeto.
Todos os objetos tinham textura (lisa) e tamanho (150-200 gramas) semelhante, mas
formas diferentes. Neste teste é utilizado o indice de reconhecimento, a fim de se
calcular o tempo gasto para cada animal para explorar o 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’’s.
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3.5.4 Avaliagdo da atividade da mieloperoxidase

A atividade da MPO é um indicativo do infiltrado de neutrofilos tecidual. Neste
sentido, as amostras foram homogeneizadas (50 mg/ml) em 0.5% de brometo de
hexadeciltrimetilamonio e centrifugadas. A suspensao foi sonicada trés vezes durante
30 segundos até a obtencdo do sobrenadante. Uma aliquota do sobrenadante foi
misturada com uma solucao 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 proteinal’4.

3.5.5 Determinacdao de nitrito/nitrato

Foi mensurado por meio da utilizacdo da reacéo de Griess, por adi¢do de 100uL
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 pL de
amostra. A densidade optica foi medida a 550 nm usando um espectrofotdmetro. Os

resultados foram expressos como nmol/mg proteinal?®.

3.5.6 Avaliagdo de substancias reativas ao acido tiobarbitarico

Como indice dos efeitos do estresse oxidativo sobre os lipideos, foi utilizada a
formacao de substancias reativas ao acido tiobarbitlrico (TBARS) durante uma reacéo
acida de aquecimento!’®. Resumidamente, as amostras foram misturadas com 1 mL
de &cido tricloroacético a 10% e 1 mL de &cido tiobarbiturico 0,67%, e, em seguida,
aguecidas em banho de agua fervente a 100 °C durante 30 minutos. A leitura da
absorbancia foi realizada a 535 nm, utilizando 1,1,3,3-tetrametoxipropano como
padrao externo. Os resultados foram expressos como equivalentes de MDA/mg de

proteina.
3.5.7 Avaliacéo de carbonilagcao protéica
O efeito do estresse oxidativo em proteinas foi avaliado por meio da

determinacao de grupos carbonil baseado na reagdo com dinitrofenilhidrazina. As

proteinas foram precipitadas por adicdo de acido tricloroacético a 20%, o precipitado
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foi dissolvido e em seguida adicionado dinitrofenilhidrazina. Incuba-se por uma hora
em temperatura ambiente. ApGs esse periodo redissolve-se as amostras com 1 mL
de NaOH 3% e incuba-se em banho-maria por 30 min a 60°C. As proteinas foram
precipitadas, e a absorbancia foi aferida em 370nm. Os resultados foram expressos

em concentragdo de proteinas carboniladas nmol/mg de proteinal’’.

3.5.8 Determinacdo da atividade de enzimas antioxidantes

A atividade enzimatica da superéxido dismutase foi determinada pela inibi¢cao
da auto-oxidag&o da adrenalina. As amostras teciduais foram homogeneizadas em
1mL de tampao glicina pH 10,2, contendo 0,75¢g de acido aminoacético (glicina) em
200mL de agua purificada e centrifugadas por 10 min em 3000 rpm, em temperatura
ambiente. O reagente branco sera preparado a partir da mistura de 10uL de catalase
0,0024g/mL (0,0018g de catalase em 720uL de &gua purificada) com 970uL de
tampao glicina a 32°C. Em seguida foi adicionado a quantidade de 17uL de adrenalina
60mM (0,006g de adrenalina em 300uL de agua purificada e 3uL de HCI). A leitura do
reagente branco foi realizada a cada 10 segundos, durante 180 segundos, a fim de
determinar a curva de calibracao. Este processo sera repetido apos a leitura de quatro
amostras e sempre que houver a troca de reagentes. As amostras foram preparadas
a partir da mistura de 10uL de catalase 0,0024g/mL, 3uL a 7uL de amostra e 970uL
de tampao glicina a 32°C. A leitura da amostra foi realizada a cada 10 segundos,
durante 180 segundos. As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro de lampada
de deutério, em cubetas de plastico, a 480nm. A atividade da SOD foi expressa em U
de SOD/mg de proteinal’@.

A atividade enzimatica da catalase foi determinada pela diminuicdo no consumo
de perdxido de hidrogénio. As amostras teciduais foram homogeneizadas em 1mL de
tampao catalase [PBS+NaCl (pH 7,0), contendo 8,0086g de NaCl (136,9 mM),
0,14969g 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 100uL de sobrenadante da amostra com 1mL de tampéao catalase
e foi utilizado para zerar o espectrofotometro. O reagente amostra foi preparado a
partir da mistura de 100uL de sobrenadante da amostra com 1mL de tampé&o catalase
contendo H202 (25mL de tampéo catalase e 400uL de H20:2, protegido da luz). A

leitura da amostra foi realizada em espectrofotdbmetro de lampada de deutério, em
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cubetas de quartzo, a 240nm. Foram realizadas mensuracbes referentes ao
decaimento de absorbancia 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 proteinal’®.

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 diminuicdo da
absorbancia devido a reducdo de 2,6-dicloroindofenol (2,6-DCIP) a 600nm com
700nm como o comprimento de onda de referéncia (e = 19,1 mM-1 cm-1) na presenca
de metossulfato de fenazina (PMS)*8. A mistura de reacéo consistindo de 40mM de
fosfato de potassio, pH 7,4, 16mM de succinato e 8 mM de 2,6-DCIP foi pré-incubada
com 40-80ug de proteina homogeneizada a 30°C por 20min. Posteriormente, 4mM de
azida de sodio, 7 uM de rotenona e 40 uM de 2,6-DCIP foram adicionados, e a reacéo
foi iniciada por uma adicdo de 1 mM de PMS e foi monitorada por 5 min. A atividade

foi expressa em nmo/min x mg de proteina.

3.5.10 Atividade da cadeia respiratoria mitocondrial

Determinacdo da atividade do complexo I: A atividade do complexo | foi
avaliada pela taxa de Nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido (NADH)
dependente da reducao do ferrocianeto de potassio, este ultimo sendo utilizado como
aceptor de elétrons'®l. No meio de reacdo foi adicionado tampéo fosfato de potassio
100mM, ferrocianeto 10mM, NADH 14mM, rotenona 2mM e amostra. A leitura foi
realizada em espectrofotdbmetro a cada 60 segundos, durante 3 min, em 420nm.

Determinacéo da atividade do complexo II: foi mensurada pela diminuicdo da
absorbancia do 2,6-dicloroindofenol (DCIP)*2. A amostra foi adicionada a um meio de
incubacgao contendo tampao fosfato de potassio 62,5mM, succinato de sédio 250mM
e DCIP 0,5mM, seguindo de incubag¢&o por 20 minutos a 30°C em banho-maria. Apos
a incubacéo foi adicionado azida sodica na concentracao de 100mM, rotenona a 2mM
e novamente DCIP 0,5mM, para entdo realizar leitura em espectrofotbmetro em
600nm por 5 min, sendo registrados a absorbancia a cada minuto.

Determinagdo da atividade do complexo II-Ill o meio de reacao, constituido de

tampao fosfato de potassio 40mM (pH 7,4) contendo 16mM de succinato de sédio, foi
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pré-incubado com 40-8ug de proteinas do homogeneizado a 30°C por 30 minutos. Em
seguida, foram adicionados 4mM de azida sédica e 7uM de rotenona e a reacgao se
iniciara pela adi¢ao de 0,6 ug/mL de citocromo c e as absorbancias foram registradas
por 5 minutos a 550nm. A atividade do complexo lI-lll foi medida pelo aumento da
absorbancia causado pela reducéo do citocromo ¢,

Determinagéo da atividade do complexo IV: foi determinada de acordo com a
técnica descrita por Rustin et al*®3 . O meio de incubacgéo contém tampéo fosfato de
potassio 10mM (pH 7,0), 0,6mM de n-dodecil-D-maltosideo e 10-2ug de proteinas
(homogeneizado). A reacdo foi iniciada apés a adicdo de 0,7ug de citocromo ¢
previamente reduzido. A atividade do complexo IV foi medida a 25°C por 10 minutos
pelo decréscimo da absorbancia a 550nm devido a oxidacdo do citocromo c

reduzidol81-183,

3.5.11 Determinacao de proteinas totais

Todos os resultados das analises bioquimicas foram normalizados com a
quantidade de proteinas avaliada de acordo com o método descrito por Lowry e

colaboradores?84,

3.6 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

A analise estatistica dos dados e a elaboracdo dos graficos foi realizada no
programa estatistico Graphpad Prism® versdo 8.0. Para as andlises bioquimicas, os
dados foram apresentados como média + EPM e analisados por ANOVA, seguido de
teste post hoc Tukey.

Dados da tarefa de habituacdo ao campo aberto e reconhecimento de objetos
foram relatados como média + EPM, e as comparacdes dentre os grupos foram feitas
utilizando-se teste t de Student pareado. Sobrevida foi avaliada por Kaplan-Meier.

Para todas as analises, foi adotado um nivel de significancia de 95% (p<0,05).
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3.7 ASPECTOS ETICOS

A presente tese teve seu projeto de pesquisa aprovado pela Comisséo de Etica
em Uso de Animais (CEUA) da UNISUL, protocolo 19.034.4.01.1V. A utilizacdo dos
animais seguiu os Principios de Cuidados de Animais de Laboratério e a Diretriz
Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para fins cientificos e didaticos —
DBCA-2016185,
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4. ARTIGO

Nesta sessdo sera apresentado o artigo intitulado: “NLRP3 activation
contributes to postoperative cognitive dysfunction in elderly rats”, o mesmo sera
submetido para a revista Brain Behavior and Immunity, com fator de impacto de 7.217
e classificacdo Al no Qualis CAPES na area de Medicina .
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NLRP3 Activation Contributes to Acute Brain Damage Leading
to Memory Impairment in Sepsis-Surviving Rats
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Abstract

Sepsis survivors present acute anxd long-term cognitive impaimment and the pathophysiology of nearological dysfunction m sepsis
involves microglinl activation, Recently, the involvement of cytosolic receptors capable of forming protein complexes called
inflammasomes have been demonstrated to perpetuate nevroinflammation. Thus, we investigated the mvolvement of the NLRP3
inflammasome activation on early and late brain changes in experimentsl sepsis. Two-month-old male Wistar rats were submitted
10 the sepsis model by cecal ligation and perforation (CLP group) or laparotomy ondy (sham group), Immediately afler surgery,
the wnimals received saline or NLRP3 inflammasome formation inhubitor (MCC950, 140 ng/kg) intracerebroventricularly.
Prefrontal cortex and hippocampus were isolated for cytokine analysis, microglinl and astrocyte activation, oxidative stress
measurements, nitric oxide formation. and mitochondrial respimtory chain sctivity ot 24 h after CLP. A subset of animals was
followed for 10 days for survival assessment, and then behavioral tests were performed, The adminstration of MCCY50 restored
the elevation of IL-18, TNF-a, 1L-6, and [L-10 cytokine levels in the hippocampus. NLRP2 receptor levels increased in the
prefrontal cortex und uppocumpus at 24 h after sepsis, assocated with microglial, but not astrocyte, activation. MCC950 reduced
oxidative dumiage 1 lipids and proteins s well as preserved the activity of the enzyme SOD in the hippocampus. Mitochondrial
respiratory chin activity presented variations in both structures studied. MCC950 reduced microghal activation. decreased acute
neurochemscal and behirvioral alteration, and increased survival afler expenmental sepsis.

Keywords Scpsis - NLRP3 - Inflammasome - MOCYS0 - Nearomflammation - Cognitive impairmsent

Introduction

In the kst decade, there has been # decrease m montality
patients with sepsis. Agestandandized sepsss mewdence fell by
37% and monality decressed by 5285 from 1990w 2017 [1]
In this sense, other challenges anse, especially those refated 10
quality of hife and acute and persistent neurological damagze pre-
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sented by survivoms. Surviving an epssode of sepsis represents a
mgor nisk for the development of kag-term neurocognitive dys-
function affecting s patient’s ability 10 live independently, as well
as reducing his work ability [2]. Seveml studics have atrributed
these behavioru! changes to neuronal damage dunng sepsis and
the mucroghial activation is involved in this process [3-6]. When
activated, microglial cells are capable of indirectly causing peu-
roanl damage by releasing inflammatory mediators such as [L-
13 and TNF-x, ar by reducing thesr prodiction of neurotrophins.
Directly, microglial cells cause neunonal damage by activiation of
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Lipoic Acid and Fish Oil Combination Potentiates il

Neuroinflammation and Oxidative Stress Regulation and Prevents
Cognitive Decline of Rats After Sepsis
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Abstract

Sepsis causes organ dysfunction due to an infection, and it may impact the central nervous system.
Neuromflammation and oxidative stress are related to brain dysfunction after scpsis. Both processes affect microglia
wetivation, neurotrophin production. and long-term cognition. Fish ol (FO) is an anteinflammidory compound, and
Iipoic acid (LA} is a universal unrioxidant substance. They exert newroprotective roles when administered alone. We
aimed t determining the effect of FO+LA combination on microgha activation and brain dysfunction afler sepsis.
Microglia cells from neonatal pups were co-treated with lipopolysaccharide (LP'S) and FO or LA, alone or combined,
for 24 h. Cywkine levels were measured. Wiszar rats were subjected 10 sepsis by cecal ligation and perforation
(CLP) and treated orally with FO, LA, or FO+LA, At 24 | after surgery, the hippocampus, prefrontal cortex, and
total cortex were obtained and assayed for levels of cylokines, myeloperoxidase (MPO) activity, protein carbonyls,
superoxide dismutase (SOD), and catalase (CAT) uctivity. At 10 days afier surgery, brain-derived neurotrophic factor
(BDNF] levels were determined and behavioral tests were performed. The combmation diminished in vitro levels of
pro-inflammatory cytokines. The combination reduced TNF-a in the cortex, IL-IP i the prefrontal cortex, as well
as MPO sctivity, and decreased protein carbonyis formation in all structures. The combination enhanced catalose
aetivity in the prefrontal cortex and hippocampus, clevited BONF levels in all structures, and prevented behaviorl
impairment. In summary, the combination was ¢ffective in preventing cognitive damage by reducing neurninflam.-
mation and oxidative stress and increasing BDNF levels,

Keywords Sepsis - Fish oil - Lipoic acid - Microglia - Oxidative stress
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Elocd- s barrier e and il tian. The abjoctive uf This study s o compare BEB permeability and the
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polymicrobsal sepsis induction. Male Wistar rats groeped into sham (60d), shem (210d), ceonl ligation and
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CLP 2104 group compared 1o the 60d group, The cancontration of N/N in the brain region was increased in the
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lipid peroadation was higher in the prefrontal cortex of the CLI' 210d group campared to the 60, CAT activity
i the hippocampis was decreased in both CLIP groups, and this was also influenced by age, whenes in the
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bl that agieg p d BBB p bilicy n sepsis, which possibly triggered ao Incresse (n
mpm! infiltrutson and, conseguently, an mm: im oxidative stress

1. Introduction terms of epidemialegical charncteristics, the high rates of sepsis In-
ddence and mostality have not changed in 1ecent decades, keading the

Sepsis Is n set of sers Hestations throughout the body peo- Waorld Health Organization (WHO) to include sepsis in global health
duced by an infection. 1ts clinkcal Mi inchude those asso- peionities (W10, 2018) In the United States, the incidence of sepsis s

ciated with the infectious focus in question (Singer ef al, 2016). In 300 cases per 100,000 inhabitants, where 4 of the patients who are
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Nepwords

Lvidences has sugpested that in the early life the mnate

System pe 1 y and the time and

Sepsis dose-adequate stimull in this phase may program long-lasting immusological responses that persist until

1P3-preconditionag
Newminflamessten

Memery

adulthood. We aimed to evuluate whetl
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CAT netivity, attemuases the BB permeability and epigenetic erzymes alsemiions and in long term, improves the
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| and ep ¢ im long term by an increase

in marnival, n«tmmphm Jevel and m peciormance wﬁm pnmdimlnd with LPS in the carly [re

1. Introduction

Eardy chiidhood 5 a period that the individual present high vul-
nerability to infection but still can bave a remarkable resilience that is
poarly understood (Kallonpad of ol 2074), In this llfe phase the innate
immune sysiem sull presemis immaturity and plasticity and the ume
and d Jeg imuli may prog long-tasting alterations m
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Children growing up in rural areas, around animals and in larger
families seem to develop asthma less often than do other children (Ve
2017). These observations have led to the formulation of the hygiene
hypothests. According to this hypothesss, delays in exposure to normal
bacteriz in the body as well as disease.causing agents make a weaker
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The NLRP3 Inflammasome and Its Role in Sepsis

Development

Lucinéia Gainski Danielski,' Amanda Della Giustina,' Sandra Bonfante,' Tatiana Barichello,™

and Fabricia Petronitho '

Ahstroct - The pathophysiology of sepsis Is extremely complex, During this disease, the
exacerbation of the mflammatory response causes oxidative stress, alierations in mitochon-
drnd energy dynamics, and multiple organ fulure, Some studies have highlighted the impor-
tant role of the NLRP3 nflammasome in sepsis. Thus mflammasome is a macromolecular
protem complex that finely regulates the activation of caspase-1 and the production and
secretion of potent pro-inflammutory ¢ytokines such as IL-1§ and IL-18. In this review, we
clucidate evidences w understand the connection between sepsis development and the
NLRP3 inflamumasome, the most widely investiyated member of this class of receptor,

KEY WORDS: sepmtsc NLRPY. inilanumamcens: ongan Eilure.

INTRODUCTION

Sepsis 15 a syndrome characlenized by pathophysio-
logic and biochemical alterations caused by an infectious
insult. These abnoemalitics are related to an exacerbated
systemic inflammation, and they manifest as life-
threatening clinical conditions (1] that may lead to multiple
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organ dysfunction [2] and a mortality mie of approximately
60% [3),

The initial stage of sepsis pathophysiology involves
the production of signaling molecules responsible for
recruiting immune cells, such as the pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs) and the damage-associated
molecular pattemns (DAMPy) and their interuction with
germhine-encoded receptors called pattemn recognition re-
ceptors (PRRs) [4]. The mvolvement of Toll-fike receptor-
4 (TLR-4) in sepsis is well described [5-7]; however,
another class of receptor bas drawn aftention in recent
yeurs: the nucleotide-binding and oligomenzation domain
(NOD)-like receptor (NLR) class, specifically the pyrin
domain-contuning 3 (NLRP3) member. NLRP3, along
with other structures, gencrate o complex called
mflammasome that can convert pro-nflammatory pro-
cospases into their mature form, thus inducing the release
of important pro-inflammatory cytokines [8, 9].

The NLRP3/caspase-1/1L-1 axis has emerged s o
cntical signaling pathway of the mnate immune sysiem
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Stanniocalcin 1 Inhibits the Inflammatory Response in Microglia
and Protects Against Sepsis-Associated Encephalopathy
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Abstract

Sepsas-associated encephalopathy 1 i senous consequence of sepsis, tnggered by the host response against an mfections agent, thet can
lead to brain damage and cognitive impamment, Severl mochanisms have boen proposad i thas bidirectional communication botween
the immune system and the beain afier sepsis as neuroinflammanon, oxidative saress, and mitochondrial dystfuncion. Suanniocalcin- |
(STC-1), an endogen newroprotective profeim, wets & an anti-inf v und supy superoxide genenstion throagh iducton of
uncoupling progeins (UCPs) in the mitochondrii Here, we demonstrated a protective role of STC-1 on inflammatory responses n vitro,
In activated microglia stimulated with LPS. and on neuroinflammation. oxidative stress, and mitochondrial function in the hippocam-
pus of s subjected 80 an animal model of sepsis by cecal ligation and puncture (CLP), as well the consequences on long-tenm
memory. Recombinmst burman STC-1 (thSTCT) suppressed the pro-mflammintory cytoking production mn LPS-stimulated microgla
without clanging the UCP-2 expression. Besides, thSTC injected into the cistena magna decreased acote hippocampal inflammation
and oxicative stress i sncressed the activity of complex Land Iactivity of mitochondrial respirstory chiin and onestine Kinsse at 24 h
nffer sepsis, hSTCT was effective m preventing long-tenm cognitive mpaanment afler CLP, In conclusion, thSTC | confers sigmificant
neuroprotection by inhibating the inflammatory response i microglia and protecting against sepsis-associated encephalopathy in mus.

Keywords Sepsis - Stanmocalem-1 - Microghin < Hrain
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Sepsis is a debilitating systemic mflammatory process involv-
ing multiple organ systems that s preceded by an infecti
(Singer ¢t al. 2016). Sepsis-associated encephalopathy (SAE)
represents a diffuse cercbral dysfunction during sepsis that
frequently causes long-tenm cognitive impaimments, including
distupted attention, memory, executive function, s speed of
information processing (Banchello et al. 2019

SAE is probably the most freguent sepsis-related organ
dystunction, affecting up to 70% of patients with sepsis
and regularly precedes any other organ involvement
(Sonneville et al. 2017), The development of SAE has
been associated with higher mortality, lower quality ol
life in survivors, and long-term neurological seguelac
(Prescott and Angus 2018).

In sepsis, perpheral mflammation stimulates the immune
system Jocated in the centrul nervous system (CNS) via
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