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RESUMO

A sepse é uma doenca de carater heterogéneo e complexo, definida como uma resposta
inflamatdria sistémica (SIRS), associada a um quadro de infeccdo sendo a maior causa de
morbidade e mortalidade em Unidades de Terapia Intensiva (UTI). O dano cerebral contribui
severamente para 0 aumento das taxas de mortalidade. A sepse e suas consequéncias podem
ser exacerbadas quando associadas a um quadro de inflamacéao crénica, como a obesidade. Na
obesidade ocorre aumento dos niveis de varias citocinas pro-inflamatdrias e proteinas de fase
aguda. Quando essa situacdo é exposta a um insulto inflamatério agudo, como a sepse, 0s
tecidos tornam-se mais vulneraveis a lesdo via inflamacdo exagerada. Portanto, o objetivo é
avaliar a suscetibilidade a encefalopatia séptica em ratos obesos. Foram utilizados ratos
machos, pertencentes a linhagem Wistar (rattus norvegicus), com idade de 60 dias, pesando
entre 250-300g. Os grupos experimentais foram divididos em Sham (controle) + Eutrofia,
Sham + Obesidade, CLP (ligacdo e perfuragéo cecal ) + Eutrofia e CLP + Obesidade. Durante
dois meses os animais foram induzidos a obesidade através da alimentacdo hipercal6rica e
apos, submetidos a sepse por CLP. A avaliacdo quantitativa do aumento da permeabilidade da
barreira hematoencefélica (BHE) foi investigada no hipocampo, cortex e cortex pré-frontal
nos tempos de 12 e 24h apds a inducdo de sepse assim como foram quantificadas as
concentragcdes de nitrito/nitrato, a atividade de mieloperoxidase (MPQO), os parametros de
dano oxidativo em lipidios e proteinas e a atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT). Os dados foram avaliados por ANOVA seguido pelo teste post hoc Tukey e
os resultados foram considerados significantes para p<0.05. Os dados encontrados indicam
que em ratos obesos e submetidos a sepse ocorre um aumento de permeabilidade da BHE em
diferentes regides cerebrais em comparacdo com ratos eutroficos sépticos. Essa alteracdo
refletiu sobre a migracdo de neutrofilos, concentracdo de nitrito/nitrato, dano oxidativo em
lipidios e proteinas e um desequilibrio das defesas antioxidantes, especialmente, 24 horas
apos a sepse. Conclui-se que a obesidade devido ao seu fendtipo pré-inflamatorio exacerba o
quadro clinico ja conhecido da sepse, podendo assim agravar ou preciptar a encefalopatia

séptica (ES) e contribuir para disfuncéo e degeneracdo neuronal.

Palavas-chaves: Sepse. Encefalopatia séptica. Obesidade.



ABSTRACT

Sepsis is a heterogeneous character of disease and complex, defined as a systemic
inflammatory response (SIRS) associated with a frame of infection is a major cause of
morbidity and mortality in intensive care units. The brain damage contributes heavily to the
increase in mortality rates. Sepsis and its consequences may be exacerbated when associated
with a chronic inflammatory condition, such as obesity. In obesity is an increase in the levels
of several pro-inflammatory cytokines and acute phase proteins. When this situation is
exposed to an acute inflammatory insult, such as sepsis, tissues become more vulnerable to
damage through excessive inflammation. Therefore, the objective is to evaluate the
susceptibility to septic encephalopathy in obese mice. Will be used male rats Wistar (Rattus
rattus), aged 60 days, weighing 250-3000g. The experimental groups will be divided into
sham (control) + Eutrophia, Sham + Obesity, CLP + Eutrophia and CLP + Obesity. For two
months the animals will be induced obesity by high calorie food and sepsis by cecal ligation
and puncture (CLP). The quantitative evaluation of increased permeability of the blood-brain
barrier (BBB) is investigated in the hippocampus, cortex and prefrontal cortex of the 12 and
24 days after induction of sepsis as well as wiil be quantified nitrite / nitrate concentrations,
myeloperoxidase activity (MPO ), the parameters of oxidative damage to lipids and proteins
and the activity of superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT). The data were evaluated
by ANOVA followed by post hoc Tukey and statistical significance will be considered for
values of p <0.05. The data indicate that in obese mice and subjected to sepsis occurs an
increase of BBB permeability in different brain regions compared to eutrophic septic rats.
This change reflected on neutrophil migration, concentration of nitrite/nitrate, oxidative
damage to lipids and proteins and an imbalance of antioxidant defenses especially 24 hours
after sepsis. It follows that obesity due to its pro-inflammatory phenotype exacerbates the
already known clinical sepsis and can therefore aggravate or preciptar septic encephalopathy
(ES) and contribute to neuronal dysfunction and degeneration.

Key Words: Sepsis. Septic encephalopathy. Obesity.
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1 INTRODUCAO

1.1 SEPSE : DEFINICOES E ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

A sepse é uma doenca de carater heterogéneo e complexo, definida no ano de
1991 através do consenso da American College of Chest Physicians e da Society of Critical
Care Medicine, como uma resposta inflamatoria sisttémica (SIRS) associada a um quadro de
infeccdo.!* Durante a sepse o sistema imune torna-se incapaz de conter a disseminagdo de
microrganismos patogénicos no decorrer da infecgdo, iniciando assim uma complexa cascata
de eventos.® As principais fontes de infecgdo sdo: pulmonar, urinaria, abdominal, cutinea e
cateteres vasculares,® Quando a sepse estd associada a disfuncdo organica, hipotensdo ou
hipertensdo € caracterizada como sepse grave, e quando o quadro de hipotensdo ndo é
revertido apesar da adequada reposicdo volémica com a presenca de anormalidades da
perfusdo é chamado de choque séptico.’

Sendo uma das principais causas de morbidade e mortalidade no mundo, a sepse é
um dos motivos mais comuns de internacdo e complicacdes em Unidades de Terapia Intensiva
(UTI).810 Segundo Mayr et al., a sepse grave tem uma incidéncia estimada de 300 casos a
cada 100.000 pessoas nos Estados Unidos, metade desses casos ocorrem fora da UTI e 25%
dos pacientes que desenvolvem sepse grave morrem durante a internacdo. O choque séptico
esta diretamente associado a um aumento da mortalidade, aproximando-se de 50 %.1%12

No Brasil nos ultimos 10 anos a incidéncia de sepse aumentou cerca de 13 % com
relacdo a década anterior. Nos hospitais, cerca de 17 % dos leitos de UTIs sdo ocupados por
pacientes com sepse grave e a taxa de mortalidade é de aproximadamente 55 % dos pacientes
sépticos.™

Dentre os principais motivos para 0 aumento na incidéncia de sepse pode-se citar
0 aumento no ndmero de pacientes imunocomprometidos, uso frequente de antibidticos,
aumento da expectativa de vida e aumento da frequéncia de procedimentos invasivos.**
Além dos dados expressivos referente a mortalidade, a sepse causa preocupag¢do também no
setor econdmico. Nos EUA, os custos por ano para o tratamento da sepse ultrapassam 16

bilhdes de dblares.®
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1.2 FISIOPATOLOGIA DA SEPSE

Na sepse 0 processo inflamatério € iniciado no foco da infeccdo, onde existe a
proliferacdo dos microrganismos e liberacdo de diversos compostos, como lipopolissacarideos
(LPS), peptideoglicanos e exotoxinas, 0s quais podem também invadir a circulacéo
sistémica.l’

A relacdo estabelecida entre hospedeiro e microrganismos se inicia através do
reconhecimento de substancias do agente etioldgico, onde se podem destacar os chamados
padrGes moleculares associados aos patdgenos (PAMPS), estruturas moleculares ndo variaveis
expressas por grupos de patdgenos, as quais sao normalmente significantes para a viruléncia
ou sobrevivéncia do agente como as endotoxinas dos microorganismos gram-negativos
(principalmente LPS) e o &4cido teicdico dos microorganismos gram-positivos.’® Os PAMPs
séo reconhecidos por receptores de reconhecimento de padrdo (RRP), 0s quais sdo expressos
por células do sistema imune inato podendo ser representados pelos receptores Toll-like
(TLR).X®

Nos casos de infeccdo derivada de bactérias gram-negativas, as endotoxinas sao
transferidas aos receptores CD14 e Toll-like 4 (TLR4) existentes na superficie de células do
sistema imune inato, como monacitos, macrofagos, células dendriticas e neutréfilos, por uma
proteina plasmatica ligadora de LPS chamada LPS-binding protein (LBP).2° Quanto as
infeccBes por bactérias gram-positivas, outro receptor Toll-like, o Toll-like 2 (TLR2), é
responsavel pela sinalizacdo da presenca dos proteoglicanos destas bactérias. O polimorfismo
nestes receptores insinuam possivel atuacdo decisiva na evolucdo para sepse grave e choque
séptico.?!

Estes componentes desencadeiam uma cascata inflamatoria, onde inicialmente é
liberado o Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) e a Interleucina-1p (IL-1pB), os quais
favorecem uma intensa resposta celular, com liberacdio de mediadores secundarios,
quimiotaxia e ativacdo de granuldcitos. Esses mediadores, por sua vez, sao responsaveis pela
reativacdo das células fagocitarias e da cascata inflamatoria, gerando assim um ciclo vicioso
inflamatorio.?22

A liberacdo exacerbada de mediadores inflamatorios pode causar alteracOes
hemodinamicas, como extravasamento capilar, vasodilatacdo e reducdo do ténus do
miocardio, além de alteracdes na coagulagdo sanguinea.?*?

Segundo Vincent e Korkut, na sepse ocorre um desequilibrio entre o consumo e a

disponibilidade de oxigénio, podendo levar ao quadro de hipoxia tecidual. A fim de priorizar
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a utilizacdo do oxigénio para as areas mais importantes, como cérebro e miocardio, ocorrem
alteragBes na microcirculacédo e o fluxo sanguineo em outras areas é insuficiente. O tempo de
duracdo dessa situacdo pode levar a importantes alteracbes celulares e teciduais,
desenvolvendo-se a sindrome de disfuncdo maultipla de 6rgédos, dentre os 6rgdos mais afetados

estdo cérebro, figado, pulmao, rins e coragio. 2

1.3 ENCEFALOPATIA SEPTICA

A encefalopatia séptica (ES) é uma disfuncdo cerebral resultante de alteracdes
metabdlicas e de sinalizagdo celular, € uma complica¢cdo comum, porém pouco compreendida
na sepse.?’ 29

A ES pode atingir de 9 a 71 % dos pacientes sépticos, a mesma é decorrente da
interacdo e da sobreposicdo de diferentes mecanismos relacionados & resposta inflamatoria
sisttmica, como mediadores pro e anti-inflamatérios, cascata de complemento, estresse
oxidativo, disfuncdo endotelial, faléncia microvascular, disfuncdo da barreira
hematoencefalica (BHE), entre outros. Todos esses fatores levam a morte celular, ou seja, 0
desenvolvimento da doenca esta diretamente relacionada a resposta inflamatéria do que com o
agente infeccioso em si.2"303!

Segundo Wilson e Young, a patogénese da ES ndo esta relacionada apenas a
toxinas patogénicas, uma vez que pode ter relacdo também com a SIRS, onde ndo possuem
uma etiologia infecciosa.®? Estudos realizados com animais e humanos indicam que a
associacdao de fatores, incluindo a geracdo local de citocinas pré-inflamatorias,
microcirculacdo cerebral comprometida, desequilibrio de neurotransmissores entre outros,
contribuem para o desenvolvimento da ES 3%, Nos casos de persisténcia do quadro de
inflamacdo, a excitoxicidade e o estresse oxidativo pode agravar ainda mais a ES e contribuir
para disfuncdo e degeneragio neuronal.®?

Esta doenca esta associada a alta mortalidade hospitalar (16 a 63%), como
também a limitacOes cognitivas e funcionais em longo prazo para aqueles que sobrevivem.
2836 A ES costuma ser um evento precoce no decorrer da historia natural da doenga, surgindo
frequentemente antes da disfuncdo dos demais 6rgéos, e associada a um pior progndstico,

quando presente.>"38
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1.4 BARREIRA HEMATOENCEFALICA

A BHE trata-se de uma estrutura fisica e metabolica® localizada na interface entre
o tecido cerebral e o sangue.*

No final do século XIX, na Alemanha, o conceito de BHE surgiu através de
experimentos do cientista Paul Ehrlich onde, apds injecGes de corantes em animais tanto na
circulacdo arterial como na venosa todos 0s 0rgaos, exceto o cérebro e a medula espinhal, se
coravam, levando a hipdtese de dois compartimentos. Existiam evidéncias de estudos
realizados por Bield e Kraus em 1898 e de Lewandowsky em 1900, onde atribuiram a
auséncia de efeitos farmacoldgicos no sistema nervoso central (SNC) quando os farmacos
eram administradas de forma sistémica.**

Em 1913, Edwin Goldmann notou o fendbmeno oposto injetando um corante
diretamente no fluido cérebro espinhal, de animais, o qual manchou todo o SNC e nenhum
dos orgdos periféricos.*? Décadas depois Reese, Karnovsky e Brightman repetiram as
experiéncias do pesquisador hora citado, ao nivel ultraestrutural, por meio da microscopia
eletrbnica, identificando os capilares do SNC e a célula endotelial como o sitio da BHE.*!

Essa barreira fisica e metabdlica € um importante componente da rede de
comunicacdo que conecta 0 SNC e os tecidos periféricos, além de funcionar como uma
interface que limita e regula a troca de substancias entre sangue e o sistema nervoso central
(SNC).®

Segundo Cardoso, Brites e Brito, as principais funcdes da BHE em condicgdes
normais sdo: a manutencdo da homeostase do SNC e a protecdo do cérebro, desde o ambiente
extracelular, o abastecimento constante de nutrientes por sistemas especificos de transporte e
o direcionamento das células inflamatdrias para agir em resposta a mudangas no ambiente
local.**

A BHE é formada por endotélio dos capilares cerebrais, que é caracterizado por
cada aresta celular intimamente unida as células adjacentes, selando assim as fissuras
intercelulares responsaveis por tornar impermeavel a parede interna do capilar cerebral, estas
fissuras sdo nomeadas de juncdes apertadas (JA) e as junc¢des endoteliais aderentes (JEA) que
s&o as principais reguladoras da permeabilidade da barreira.*

Além da funcdo de permeabilidade seletiva, a BHE possui aspectos importantes
como fungdo neuroimune, incluindo a secrecdo de citocinas, prostaglandinas e 6xido nitrico.

A BHE pode receber o estimulo de um compartimento (p.ex. o sistémico) e, simultaneamente,
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responder com secrecOes para 0 outro (p.ex. SNC), sendo esta funcdo de papel central na
resposta neuroimune.*®

A BHE ¢ capaz de modular a resposta através da sua estrutura fisica, podendo
aumentar a permeabilidade do endotélio, permitindo a protecdo do encéfalo e a manutencao
da homeostase, promovendo assim a limitacdo da lesdo e a cura, porém quando a
neuroinflamacéo ocorre de forma cronica as juncdes presentes nas BHE dissociam-se entre si,
ocorrendo a formacdo de edema e lesdo no tecido adjacente e consequentemente lesdo
encefélica.*®

Uma possivel disfuncdo da BHE em consequéncia da neuroinflamacéo constitui
uma chave para o desenvolvimento e progressdo de varias enfermidades do SNC.4047

Em modelo animal, 24h ap6s a inducdo de sepse, ocorre aumento da
permeabilidade da BHE, retornando aos niveis basais em 48 e 96 horas.*® Outro estudo
demonstrou que durante o quadro de sepse aguda ocorre aumento da producdo de citocinas e
quimiocinas, favorecendo a disfuncdo e alteracbes na permeabilidade da BHE, reforcando

assim o papel da resposta inflamatoria e disfuncéo e lesio cerebral °

1.5 INFILTRADO DE NEUTROFILOS E SEPSE

Durante o processo inflamatorio, este podendo ser causado por diversos agentes
nocivos como: microorganismos (bactérias, virus, fungos), queimaduras, trauma fisico ou
células tumorais, o recrutamento leucocitario para o local da lesdo é essencial para o inicio da
resposta imune e defesa do organismo.>%°!

No inicio do processo infeccioso as primeiras células imunes predominantes no
local da injaria sdo os neutrofilos, permanecendo em geral de 12 a 24 horas no local. Apds
esse periodo, os neutrofilos iniciam um processo de morte programada sendo em seguida
fagocitado por macréfagos. Ap6s a décima hora surgem progressivamente os eosinofilos,
macrofagos e linfécitos, permanecendo por cerca de uma semana no local nos casos onde o
agente agressor for removido, caso contrario, ocorre a cronificagdo do processo.>

O processo de migracdo inclui as seguintes fases: rolamento, adeséo e
transmigracdo ou diapedese (Figura 1). Os leucdcitos presentes na corrente sanguinea migram
para o sitio de lesdo. O recrutamento das células inflamatdrias se inicia pela ativacdo das
moléculas de adesdo da familia das selectinas presentes nas células endoteliais; o leucécito se
liga fracamente ao endotélio e, devido ao fluxo sanguineo, é propulsionado a rolar ao longo da

superficie endotelial. Em seguida, ocorre uma imobilizacdo do leucdcito sobre a superficie do
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endotélio vascular, por meio de forte adesdo através de integrinas (presentes na superficie do
leucdcito) e moléculas de adeséo expressas na célula endotelial; o leucocito entdo migra pelos
espacos celulares interendoteliais e € guiado ao seu destino final, para desempenhar suas

funcoes.>
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Fig 1: Rolamento, adesdo e migracao de neutrofilos para o foco infeccioso.
Fonte: Adaptado de Ley et al.>®

Durante a sepse, a producdo exacerbada de citocinas e quimiocinas alteram as
estruturas cerebrais e, consequentemente, aumentam a permeabilidade da BHE levando a um
aumento do fluxo de células inflamatérias e mediadores toxicos para o cérebro contribuindo

para a lesdo neuronal.*

1.6 RADICAIS LIVRES E NEUROINFLAMACAO NA SEPSE

Entende-se por radical livre como qualquer d&tomo ou molécula com existéncia
independente, contendo um ou mais elétrons ndo pareados, nos orbitais externos. Isto
determina uma atragdo para um campo magnético, o que pode torna-lo altamente reativo,
capaz de reagir com qualquer composto situado proximo a sua orbita externa, passando a ter
uma fungéo oxidante ou redutora de elétrons.>*

Os radicais livres sdo atomos ou moléculas produzidas continuamente durante os
processos metabdlicos e atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons em varias

reacOes bioguimicas, desempenhando funcdes relevantes no metabolismo. As principais
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fontes de radicais livres sdo as organelas citoplasméticas que metabolizam o oxigénio, o
nitrogénio e o cloro, gerando grande quantidade de metabolitos.>*

Os radicais livres cujo elétron desemparelhado encontra-se centrados nos atomos
de oxigénio ou nitrogénio sdo denominados Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) ou
Espécies Reativas de Nitrogénio (ERN), entre outras espécies reativas, € parte integrante do
metabolismo humano e é observada em diversas condices fisiologicas. As ERO e ERN tém
importante funcdo bioldgica, como na fagocitose, fenbmeno em que essas espécies sdo
produzidas para eliminar o agente agressor. Quando a producdo dessas espécies é exacerbada,
e 0 organismo dispde de um eficiente sistema antioxidante que consegue controlar e
restabelecer o equilibrio. O estresse oxidativo resulta do desequilibrio entre o sistema pré e
antioxidante, com predominio dos oxidantes, o dano celular a lipidios, proteinas e outros
componentes torna-se inevitavel 5>

O estresse oxidativo € um dos varios e mais importantes mecanismos envolvidos
na fisiopatologia da sepse. O SNC esta sujeito a danos causados pelas EROs devido o alto
consumo de O, e 0 baixo nivel de defesas antioxidantes.>” Observou-se em estudo prévio
utilizando modelo animal de sepse, o dano oxidativo no tecido cerebral entre 0 a 96 horas
apos a inducdo de sepse por CLP em ratos, onde foi verificado o dano as proteinas e lipidios
no hipocampo, cortex cerebral, cerebelo e estriado.®® Além disso ainda em estudo em modelo
animal de sepse verificou-se que os radicais livres induzem adicionalmente a apoptose
neuronal em determinadas regides do cérebro e, assim, podem provocar déficit cognitivo que

pode persistir apos a recuperacéo clinica de sepse.>%

1.7 OBESIDADE

A Organizacdo Mundial de Saiude (OMS), define obesidade como acumulo
excessivo de gordura corporal, o qual tem potencial prejuizo a sadde, normalmente
relacionado a fatores variados, 0s quais podem ser genéticos, ambientais, bioldgicos, sociais,
dentre outros, que interagem na etiologia dessa doenca.®*

Todos os fatores envolvidos na etiologia da obesidade convergem para um ponto
em comum, o balango energeético positivo, este pode ser definido como a diferenca entre a
quantidade energética ingerida e a quantidade de energia gasta nas atividades em geral e nas
funcdes vitais, 0 excesso é armazenado continuamente no tecido adiposo.®262

A obesidade tornou-se problema de salde publica caracterizando-se como uma

epidemia global, uma vez que as consequéncias para a saude sdo muitas e variam do risco
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aumentado de morte prematura a graves doencas ndo letais, porém debilitantes, que afetam
diretamente a qualidade de vida. Essa doenca apresenta prevaléncia significativa em todas as
faixas etarias, tanto em paises desenvolvidos como em desenvolvimento.®46°

A prevaléncia de obesidade cresce de forma significativa nos ultimos anos,
principalmente em paises desenvolvidos, sendo comum também em paises em
desenvolvimento, como o Brasil. Dentre as regides do pais, a Sul apresenta as maiores
prevaléncias de obesidade, sendo semelhantes e até superiores a paises desenvolvidos.®

Segundo Flegal et al., nos EUA estima-se que a prevaléncia de obesidade seja de
32,2 % em homens adultos e 35,5 % em mulheres adultas, percentuais esses que se elevam
para 72,3 % e 64,1 %, respectivamente, quando se trata de sobrepeso e obesidade.®” De
acordo com a OMS, no mundo existird no ano de 2015 aproximadamente 2,3 bilhGes de
adultos em estado de sobrepeso e 700 milhdes de obesos.®*

No Brasil de acordo com o Programa de Orgamento Familiar (POF) 2008 — 2009
0 excesso de peso quase triplicou entre homens, de 18,5 % em 1974-75 para 50,1 % em 2008-
09. Nas mulheres, o aumento foi menor: de 28,7 % para 48 %, respectivamente. Quanto a
regido sul, 0 excesso de peso no sexo masculino apresentou-se mais significativo, o qual subiu
de 23 % para 56,8 %.%

A obesidade esta diretamente ligada ao aparecimento de diversas co-morbidades,
as quais interferem de forma substancial na qualidade de vida e em muitos casos agravam o
quadro clinico dos pacientes.® Dentre as co-morbidades, destacam-se diabetes tipo 2,
canceres e doencas cardiovasculares e devido o conhecimento da incidéncia dessas doencas
em individuos obesos, tem-se prestado mais atencdo na resposta inflamatéria do tecido

adiposo branco, considerado hoje um importante 6rgdo enddcrino metabolicamente ativo.%%

1.8 OBESIDADE E SEPSE

A obesidade esta associada a um estado de inflamagdo, com o aumento dos niveis
de vérias citocinas pré-inflamatorias e proteinas de fase aguda. Essa doenca também é
considerada um fator de risco independente para o estresse oxidativo e disfuncio endotelial.’*"
74

O tecido adiposo humano é dividido em tecido adiposo marrom (TAM),
localizado no SNC, com funcéo termogénica, possui mais vascularizagdo e maior nimero de
mitocondrias, e tecido adiposo branco (TAB), situado nas regides periféricas, subcutanea e

visceral, armazena energia na forma de trigliceridios e participa da regulacdo do balanco
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energético mediante processos de lipogénese e lipdlise. Essa subdivisdo do tecido adiposo é
composta por adipdcitos, tecido conjuntivo, nervoso e vascular, e células do sistema imune.”

O TAB é considerado um importante 6rgdo endocrino, ele secreta varias
substancias bioativas de acdo local ou sistémica, essas por sua vez sdo chamadas de
adipocinas e estdo envolvidas em processos metabolicos, imunes e neuroendécrinos.”®’”

Dentre essas adipocinas, a leptina tem sua liberacdo proporcional a massa de
tecido adiposo. Essa adipocina exerce atividades pro-inflamatoria e fornece protecdo contra
infeccdes. A mesma tem acdo direta na protecdo dos linfocitos a partir de apoptose, na
regulacdo da proliferacdo de linfocitos T e na ativacdo e a producdo de citocinas. A leptina
também atua como moduladora da secre¢do de citocinas tais como TNF-o e IL-6. Na
literatura existem ainda estudos que mostram que o aumento nos niveis de leptina favorece a
maior mortalidade na sepse, em contrapartida existem autores que nao relataram essa
correlagéo. 880

Acredita-se entdo, que a leptina, dentre outros papéis desempenhados no
organismo contribua para o quadro de inflamagao cronica associado a obesidade.”®"2

Outra importante substancia biotiva é a adiponectina, esta € a Unica da sua classe
com efeito anti-inflamatdrio, antidiabético e antiaterogénico. Dentre suas funcgdes ela reduz a
expressdo de TNF-o, diminui a quimiotaxia de macréfagos, inibe a adesdo de mondcitos,
inibe a transformacdo de macréfagos em células espumosas, aumenta a producdo de éxido
nitrico e estimula a angiogénese.?:82

Em um estudo feito com camundongos com deficiéncia de adiponectina,
percebeu-se que 0s mesmos desenvolveram prematuramente intolerancia a glicose, resisténcia
insulinica, aumento sérico dos &cidos graxos nédo esterificados e proliferacdo da musculatura
lisa dos vasos.®

Vachharajani et al., realizaram um estudo para avaliar os efeitos da deficiéncia de
adiponectina no cérebros de ratos sépticos, e concluiram que a caréncia dessa adipocina
contribui para a disfuncdo microvascular do cérebro durante a sepse, aumentando a migracao
de leucdcitos e de plaquetas de adesdo, favorecendo o aumento da permeabilidade da BHE.
Estes processos podem ser exagerados pela inflamagao cronica caracteristica da obesidade.®*

Outra proteina produzida por adipocitos que exerce influéncia sobre o processo
inflamatdrio na obesidade € a resistina, esta atua como um agente pro-inflamatdrio. A mesma
demonstrou atuar diretamente sobre as células endoteliais, induzindo assim a liberagdo de

endotelina-1, de proteina quimiotatica de mondcitos — 1 (MCP-1) e aumento da expressao das
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moléculas de adesdo, favorecendo assim o0 aumento da expressdo pro-inflamatéria e
diminuicdo dos niveis de citocinas anti-inflamatorias.>-8’

A obesidade possui ainda como importantes marcadores inflamatorios o0 TNF-o e
IL-6. O primeiro é secretado pelo TAB, sua excrecdo esta diretamente ligada ao tamanho da
massa adiposa corporal. O TNF-a produzido no tecido adiposo reprime a expressdo de genes
envolvidos na captagdo e armazenamento de &cidos graxos livres e glicose; suprime genes de
fatores de transcricdo envolvidos na lipogénese; reduz a expressdo da adiponectina e aumenta
a da IL-6. Essa interleucina estimula a producdo de outras interleucinas e proteinas de fase
aguda associadas ao processo inflamatorio.38

Desempenhando fungdes semelhantes a do TNF-a, a IL-6 estd correlacionada a
obesidade e a resisténcia insulinica. A IL-6 suprime a expressao de adiponectina, receptores e
sinalizadores de insulina. Essa citocina se apresenta elevada em pessoas obesas e a possivel
perda de peso promove diminuicdo dos seus niveis plasmaticos.’® A IL-6 também pode
exercer funcbes anti-inflamatorias desde que a expressdo de TNF- o e do Interferon y (IFN-+)
apresentem-se diminuidas. %%

O aumento dos marcadores inflamatdrios comuns na obesidade s&o derivados da
producdo destes pelos proprios adipécitos e pelos macréfagos infiltrados em resposta a
hip6xia. Do mesmo modo que h& também liberagdo de marcadores inflamatérios em outros
6rgdos, muitas vezes com producéo estimulada por fatores secretados no TAB.%°

A obesidade esta fortemente associada com estado inflamatério crénico, que €
diretamente proporcional a quantidade de TAB no corpo. De acordo com Vachharajani e
Vital, é possivel que individuos obesos quando expostos a um estimulo inflamatério, como a
sepse ou choque séptico, tenham uma resposta exacerbada quando comparados com
individuos eutréficos.®*

Scott et al., realizaram estudos envolvendo obesidade e sepse em modelo animal,
os mesmos identificaram diferencas na expressdo cerebral e hepética de ratos obesos com
relacdo aos eutroficos, salientando que existem algumas diferencas na maneira em que 0S
animais obesos respondem a sepse em comparagado com animais magros.%

El-Solh et al., relataram aumento da morbidade e da mortalidade em pacientes
obesos da UTI. Alem do aumento na mortalidade de pacientes obesos (30 %) comparados aos
eutroficos (17 %), observaram também o aumento da morbidade definida como um aumento
nimero de dias em ventilagdo mecanica.®’

O impacto causado pela obesidade na populacdo também foi estudado por

Yaegashi et al., onde os pacientes obesos foram divididos em dois grupos: Grupo 1, com
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indice de massa corporal (IMC) de 30 a 40 kg/m? e Grupo 2 IMC> 40 kg/m?2. Como resultado
da pesquisa verificaram maior taxa de mortalidade no Grupo 2 em comparagéo ao Grupo 1.
Relataram também que os pacientes do Grupo 2 apresentaram maior morbidade na forma de
complicacBes como sepse, pneumonia nosocomial, sindrome da angustia respiratdria aguda,
infeccOes relacionadas ao cateter venoso central, traqueostomia e insuficiéncia renal aguda,
quando comparados aos pacientes do Grupo 1.%

A obesidade, como processo unico, caracteriza-se como um estado inflamatério
crénico. Incluindo muitos mecanismos, como a secre¢do préinflamatdria de adipocinas,
ativacdo de macrofagos, aumento da secregdo de varias citocinas, estresse oxidativo, aumento
da resisténcia a insulina, esses por sua vez agem em conjunto produzindo e conduzindo a um
quadro de disfuncdo endotelial em obesidade. Quando essa situacdo é exposta a um insulto
inflamatdrio agudo, como a sepse, estes tecidos sdo mais vulneraveis a lesdo via inflamacéo

exagerada. %10

1.9 MODELOS ANIMAIS DE SEPSE E OBESIDADE

A inducdo da obesidade em modelos experimentais com roedores é feita através
da exposicdo a dietas ricas em gorduras por periodos prolongados, resultando assim em
balanco energético positivo e, consequentemente, obesidade, sendo considerado um modelo
de obesidade humana. Uma dieta com alto teor de gordura e carboidratos similar a de fast
food (dieta de cafeteria) tem implicacBes pronunciadas no desenvolvimento de obesidade,
levando a um ganho de peso e deposi¢do de gordura corporal. Assim a obesidade induzida por
dieta de cafeteria reflete um modelo de obesidade animal ndo genético.'%

Para inducdo da sepse, varios modelos animais tém sido desenvolvidos e
aplicados, a fim de reproduzir a vasodilatacdo, hipotensdo, aumento do débito cardiaco,
resposta ao tratamento e mortalidade caracteristico da doenca em humanos. Para reproducédo
semelhante desses sinais e sintomas utiliza-se modelo de sepse abdominal, sepse cutanea,
sepse induzida pela administracdo de LPS ou TNF. Porém o modelo animal mais aceito na
literatura por simular mais adequadamente o quadro clinico de sepse é o chamado Cecal
Ligation Puncture (CLP). 25:102-104

Segundo Witchterman, Baue e Chaudry, CLP é a técnica baseada na ligacdo do
ceco abaixo da valvula ileo cecal, perfuracdo do ceco e extravasamento do contetdo fecal

para a cavidade peritoneal.’®® Assim, além de peritonite, ocorre a inducdo também de
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isquemia mesentérica, simulando dessa forma quadros clinicos relacionados a sepse
abdominal (isquemia mesentérica, apendicite, etc.). 1%

O método CLP é simples, reprodutivel e existe a possibilidade de controlar o grau
de contaminacdo bacteriana na cavidade peritoneal, e consequentemente, a mortalidade, pelo

tamanho da agulha ou niimero de perfuragdes realizadas no ceco. 1021%
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a suscetibilidade a encefalopatia séptica em ratos obesos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o peso, indice de Lee (IMC) e o consumo alimentar em ratos obesos e
submetidos ao modelo animal de sepse severa;

e Quantificar a permeabilidade da BHE no hipocampo, cértex, cortex pré-frontal de
ratos obesos e submetidos ao modelo animal de sepse severa por CLP;

e Auvaliar os niveis de mieloperoxidase (MPQO) no hipocampo, cortex e cortex pré-frontal
de ratos obesos e submetidos ao modelo animal de sepse severa por CLP;

e Auvaliar a concentracdo de nitrito/nitrato no hipocampo, cortex e cortex pre-frontal de
ratos obesos e submetidos ao modelo animal de sepse severa por CLP;

e Auvaliar os niveis de dano oxidativo em lipidios e proteinas no hipocampo, cortex e
cortex pré-frontal de ratos obesos e submetidos ao modelo animal de sepse severa por
CLP;

e Auvaliar a atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e catalase
(CAT) no hipocampo, cértex e cortex pré-frontal de ratos obesos e submetidos ao

modelo animal de sepse severa por CLP.
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3 ETAPAS METODOLOGICAS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados 170 ratos machos, pertencentes a linhagem Wistar (Rattus
norvegicus), com idade de 60 dias, pesando entre 250-300g, procedentes do Biotério da
Universidade do Vale do Itajai, campus Itajai — Santa Catarina. Os animais foram alojados em
grupos de 3 a 5 por gaiola, sendo identificados através de marcagdes na cauda. O ambiente
dispde de ar condicionado que mantém a temperatura a 22°+1 e sistema de iluminacdo que
garante 12 horas de ambiente claro e 12 horas de ambiente escuro. O nimero de animais em
cada grupo foi baseado na literatura, para uma diferenca de até 20% nos parametros a serem
analisados entre os grupos, com uma variancia de no maximo 10% entre as médias calculou-

se um tamanho de amostra, para um erro alfa de 0,05 e um poder de 80%.
3.2 ASPECTOS ETICOS

O presente projeto de pesquisa foi submetido & avaliagio da Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade do Sul de Santa Catarina e aprovado sob o
protocolo n® 13.026.4.03.1V. A utilizacdo dos animais seguiu os principios da Lei Arouca -
Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos
(CONCEA, 2013).108
3.3 LOCAL DE REALIZACAO

O procedimento experimental foi realizado no Laboratorio de Fisiopatologia
Clinica e Experimental da UNISUL, Tubardo, Bloco da Salde.
3.4 MODELO ANIMAL

3.4.1 Indugéo de obesidade

Durante dois meses os animais receberam racdo normocalorica Nuvilab CR-1

(eutroficos) ou foram induzidos a obesidade através da alimentacdo hipercalorica previamente
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padronizada por Estadella, contendo por peso 19 % de proteina, 47 % de carboidrato, 16 % de
lipideos, 3 % de celulose, 5 % de vitaminas e minerais com 4,79 kcal/g. Os ingredientes
foram moidos e misturados na forma de pelets, na seguinte proporcdo: 15 g de racédo
normocalorica Nuvilab CR-1 (3,78 kcal/g); 10 g de amendoim torrado (5,95 kcal/g); 10 g de
chocolate ao leite (5,4 kcal/g) e 5 g de bolacha maizena (4,25 kcal/g).1% Os animais foram
divididos em 70 animais submetidos a dieta padrdo (eutréficos) e 100 animais submetidos a
dieta hipercalorica (obesidade). Durante o experimento, os animais foram pesados uma vez
por semana e a ingesta alimentar foi mensurada diariamente. O consumo alimentar foi
calculado por meio da diferenca entre a racdo ofertada e as sobras e feito uma media semanal
e posteriormente total. Para o calculo da evolucio da massa corporal foi utilizado o indice de
Lee, que baseia-se no calculo da raiz clubica da massa corporal (g), dividido pelo

comprimento naso-anal (cm).!°

3.4.2 Inducéo de sepse

A sepse foi mimetizada no animal através da técnica de CLP, para submissao da
técnica os animais foram primeiramente anestesiados com cetamina (80 mg/Kg) e cloridrato
de xilasina (10 mg/Kg) intraperitoneal, e foram submetidos a laparotomia com inciséo
mediana abdominal. O ceco foi ligado logo abaixo da juncdo ileo-cecal com fio seda 3-0,
mantendo assim a continuidade intestinal. O ceco foi entdo perfurado com uma agulha
nimero 14 na face antimesentérica foi comprimido até a extrusdo de conteudo fecal. Os
planos cirdrgicos foram fechados e os ratos foram observados em caixa de recuperacdo. Como
controle utilizou-se animais submetidos a laparotomia, com manipulacdo do ceco, mas sem
ligacdo ou perfuracdo (sham). Os grupos recebem reposicdo volémica com salina, 50 mL/kg,
imediatamente e 12 horas apds a cirurgia e ceftriaxona 30 mg / kg e clindamicina 25mg / kg
por via subcutdnea a cada 6 horas. Ainda, ap6s o procedimento cirdrgico 0s animais
receberam 80 mg/kg de dipirona sodica (i.m) para analgesia.'!!

3.4.3 Grupos experimentais

Os grupos experimentais foram divididos em Sham (controle) + Eutrofia, Sham +
Obesidade, CLP + Eutrofia e CLP + Obesidade (Figura 2). Apds a indugdo de obesidade e,
posteriormente, de sepse, 1:30 h antes do tempos de eutanasia que foram de 12 e 24h apdés a

cirurgia, os animais foram anestesiados com cetamina (80 mg/Kg) e cloridrato de xilasina (10
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mg/Kg) intraperitoneal, e 20 mg / kg de corante azul de Evans a 2 % (1 mL / kg) foi injetado
através da artéria femoral. No tempo de 1:30 h ap6s a administracdo do corante, o térax foi
aberto e a aorta descendente foi cortada. Em seguida, de 200-300 mL de solucéo salina foi
infundida no interior do ventriculo esquerdo para remover o corante azul de Evans
intravascular. Para este efeito, a veia jugular foi cortada bilateralmente e a infusédo foi
continuada até a remocao completa do corante azul de Evans. Em seguida, o hipocampo,
cortex e cortex pre-frontal foram removidos de imediato e pesados, seguido de
homogeneizacio.!'? Em outro experimento os animais foram submetidos a obesidade e 12 e
24 horas apds a sepse foram mortos por decapitacdo e retirado o hipocampo, cortex e cortex
pré-frontal para avaliagdo dos outros pardmetros bioquimicos conforme demonstrado na

figura 2.

Figura 2: Desenho experimental do estudo proposto.
A
| |

| Facdo Hipercalorica ‘ Ragdo Nomocaldrica | Ragdo Hipercalorica | Fagdo Nommocaldrica
Caleule do consumo Cdleule do consumo Célenle do consumo Cdleulo do consumo
alimentar & IMC alimentar e IMC alimentar e IMC alimentar e IMC

l l l l

CLF+ Sham + CLP+ Sham + CLP+ Sham + CLP+ Sham +
Obesidade Obesidade Eutrofia Eutrofia Obesidade Obesidade Eutrofia Eutrofia
J |
| ——| ——
- — — Avaliagdo quantitativa de parfmetros blogquinicos
Azaliacde quantitativa dz permeabilidade da BHE (MPO, N/N, Dano oxidativo em lipidios e proteinzs,
12 & 24h apos a sepse 50D & CAT, 12 & 24h 2pds a sepae

Fonte: Autora, 2014.
3.5 ANALISES
3.5.1. Permeabilidade da barreira hematoencefalica (n=7 por grupo)
A avaliacdo quantitativa da ruptura da BHE foi investigada nos tempos de 12 e

24h apos a inducgédo de sepse através da determinacdo espectrofotometrica da quantidade de

azul de evans extravasado para o parénguima cerebral por intensidade de fluorescéncia
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(nanogramas de azul de evans por miligrama de tecido cerebral) em leitor de microplacas a

620 nm. 113

3.5.2. Concentracdo de nitrito/nitrato (n=7 por grupo)

A concentracdo de nitrito/nitrato foi mensurada no hipocampo, cdrtex e cortex
pré-frontal dos animais utilizando a rea¢ao de Griess, por adigdo de 100 uL de reagente de
Griess [0,1 % (w/v) em H2O e 1 % (w/v) de sulfanilamida em 5 % (v/v) de HsPOg4
concentrado, vol. [1:1] para a 100 pl da amostra.'** A concentracdo de nitrito/nitrato foi
avaliada em espectrofotometro em 550 nm e mensurada em concentragdo de nitrito/nitrato

(nmol/mg de proteina).

3.5.3. Atividade da mieloperoxidase (MPO) (n=7 por grupo)

A atividade da MPO foi avaliada como indicativo do infiltrado de neutréfilos. As
amostras foram homogeneizadas em brometo de hexadeciltrimetilamonio a 05 % e
centrifugado a 15.000 x g durante 40 min. Uma aliquota de sobrenadante foi misturado com
uma solugdo de 1,6 tetrametilbenzidina mM e 1 mM de H20.. A atividade foi medida,
espectrofotometricamente, com o comprimento de onda a 650 nm a 37°C e quantificada em
atividade de MPO (U/mg proteina).!*®

3.5.4. Dano oxidativo em lipidios e proteinas (n=7 por grupo)

A formacdo TBARS durante uma reacdo Aacido-aquecimento é amplamente
adotado como um método sensivel para a medicdo da peroxidacdo lipidica.'®
Resumidamente, as amostras do tecido cerebral foram homogeneizadas e misturadas com 1
mL de acido tricloroacético 10 % e 1 mL de TBA 0,67 %. Subsequentemente, estes foram
aquecidos em banho de agua a 100° C durante 30 min. O equivalente de malondialdeido
(MDA) foi determinado pela absorbancia de 532 nm usando 1,1,3,3 - tetrametoXipropano
como um padrdo externo. Os resultados serdo expressos como equivalentes de MDA
(nmol/mg de proteina).

O efeito do estresse oxidativo em proteinas foi avaliado por meio da determinacéo de
grupamentos carbonilas baseada na reagdo com dinitrofenilhidrazina.!*” Resumidamente, as

proteinas foram precipitadas por adicdo de acido tricloroacético a 20 % e dissolvidas em
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dinitrofenilhidrazina, e a absorbancia foi avaliada em 370 nm. Os resultados foram expressos

como nmol de proteinas carboniladas por mg de proteina.

3.5.5. Atividade da Superdxido Dismutase e Catalase (n=7 por grupo)

A atividade das enzimas antioxidantes foram aferidas conforme previamente
descrito.}811% A atividade da CAT foi determinada medindo a taxa de decaimento da
absorbancia do perdxido de hidrogénio em 240 nm através do espectrofotdmetro e a atividade
da SOD foi determinada pela inibicdo da auto-oxidagdo da adrenalina medida
espectrofotometricamente em 470 nm conforme previamente descrito. A CAT foi expressa
como atividade de CAT em U/mg de proteina e a atividade da SOD foi avaliada em atividade

da SOD eu U/mg de proteina.

3.5.6 Quantificacdo de proteinas (n=7 por grupo)

A quantificacdo de proteinas foi realizada de acordo com o método descrito por
Lowry et al., e a albumina sérica bovina foi utilizada como padrdo e mensurada em

espectrofotdmetro e expressa em mg proteina.*?°

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados apresentados foram avaliados pela anélise de variancia de uma via
(ANOVA) seguido pelo teste post hoc Tukey ou pelo teste t Student . A andlise estatistica foi
realizada através do programa estatistico Statistical Package for the Social Sciences® (SPSS).

A significancia estatistica foi considerada para valores de p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Avaliacéo de Peso, Indice de Lee e Consumo Alimentar

Conforme a Tabela 1, quando avaliamos os parametros de obesidade, verificamos
que os animais submetidos a dieta hipercalorica tiveram um peso final, significativamente,
maior que 0s animais que receberam a dieta normocalérica. N&o verificamos diferenca quanto
ao comprimento naso-anal no entanto observamos um aumento significativo do indice de Lee
quando os animais foram submetidos a dieta hipercaldrica.

Em relacdo ao consumo alimentar didrio, ndo observamos diferenca significativa

comparando-se 0s dois grupos.

Tabela 1. Peso final total, comprimento naso-anal, indice de Lee e consumo alimentar de ratos
Wistar machos submetidos a dieta hipercalorica comparados com ratos que receberam dieta

normocalérica por 60 dias.

Dieta Normocalorica | Hipercaldrica
Peso final (g) 317,48+3,35 | 427,92+7,82 *
Comprimeto naso-anal (cm) 19,06+0,17 19,51+0,16
Indice de Lee 0,355+0,0038 | 0,394+0,0028*
Consumo alimentar (g/dia) 23,32+0,12 21,07+0,15

Fonte: Autora, 2014.
Valores foram expresso como media £ EM. * p < 0.05 (t-test Student’s).

4.2 Permeabilidade da barreira hematoencefalica

Os graficos 1A e 1B representa os resultados de permeabilidade da BHE pela
técnica de extravasamento de azul de evans 12 e 24 horas ap6s CLP ou Sham, em animais
eutroficos e induzidos a obesidade. Até 12 horas ap6s a inducdo, verificou-se um aumento da
permeabilidade BHE no hipocampo e no cortex pré-frontal apenas no CLP + obesidade em
comparagdo com Sham + eutrofia, como mostrado no grafico 1A. Nas 24 horas apds a
cirurgia CLP, pode-se observar um aumento de extravasamento de azul evans no CLP +
eutrofia comparando-se com Sham + eutrofia e CLP + obesidade foi efetivo em contribuir
pelo aumento desses niveis comparando-se com Sham+obesidade e CLP + eutrofia no

hipocampo e no cortex (Gréafico 1B).



35

1A
E
E Ld B Sham + Eutrofia
o 3 3 B Sham + Obesidade
= # # [ CLP+Eutrofia
R 7o 10004 E3 )
< = ” M CLP + Obesidade
= &b
< 2
500+
< =
= =
= =
it =
= =
Dl' =

Hipocampo Cortex Cortex pré-frontal

Gréfico 1A: Avaliacdo de quebra de BHE em hipocampo, cortex e cortex pré-frontal de
animais obesos e eutroficos submetidos a sham ou CLP (12 horas). * Significativo em relacéo
a Sham + Eutrofia; & Significativo em relacdo a Sham + Obesidade; # Significativo em
relacdo a CLP + Eutrofia, considerando p<0,05.
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Gréfico 1B: Avaliacdo de quebra de BHE em hipocampo, cortex e cortex pré-frontal de
animais obesos e eutroficos submetidos a sham ou CLP (24 horas). * Significativo em relagéo
a Sham + Eutrofia; & Significativo em relacdo a Sham + Obesidade; # Significativo em
relacdo a CLP + Eutrofia, considerando p<0,05.

4.3 Atividade da mieloperoxidade e concentracéo de nitrito/nitrato

A resposta inflamatéria pode ser avaliada pela quantidade de infiltrado de

neutrdfilos e para isso utilizou-se a técnica de atividade da MPO. Quanto a concentragdo de
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nitrito/nitrato utilizou-se como indicativo de formagdo de ON no hipocampo, cortex e cortex
pré-frontal de ratos obesos ou eutroficos submetidos ao modelo CLP ou sham. Com relagdo a
esses dois parametros observou-se 0 aumento apenas no hipocampo no grupo CLP +
obesidade em comparacdo com Sham + obesidade 12 horas ap0s a cirurgia de CLP (Grafico
2A e 3A respectivamente).

Quanto a anélise feita 24 horas ap6s a indugdo da sepse, os niveis de MPO e
concentracdo de nitrito/nitrato foram aumentados no hipocampo e no cértex do CLP +
eutrofia e os parametros observados foram potencializados quando os animais foram

submetidos a CLP + obesidade (Grafico 2B e 3B respectivamente).
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Gréafico 2A: Avaliacdo da atividade da MPO em hipocampo, cortex e cortex pré-frontal de
animais obesos e eutroficos submetidos a sham ou CLP (12 horas). * Significativo em relacédo
a Sham + Eutrofia; & Significativo em relacdo a Sham + Obesidade; # Significativo em
relacdo a CLP + Eutrofia, considerando p<0,05.
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Gréafico 2B: Avaliacdo da atividade da MPO em hipocampo, cortex e cOrtex pré-frontal de
animais obesos e eutréficos submetidos a sham ou CLP (24 horas). * Significativo em relacéo
a Sham + Eutrofia; & Significativo em relacdo a Sham + Obesidade; # Significativo em
relacdo a CLP + Eutrofia, considerando p<0,05.
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Gréfico 3A: Avaliacdo da concentracdo de nitrito e nitrato em hipocampo, cortex e cortex pre-
frontal de animais obesos e eutréficos submetidos a sham ou CLP (12 horas). * Significativo
em relagdo a Sham + Eutrofia; & Significativo em relacdo a Sham + Obesidade; #
Significativo em relagdo a CLP + Eutrofia, considerando p<0,05.
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Gréafico 3B: Avaliacdo da concentracdo de nitrito e nitrato em hipocampo, cortex e cortex pré-
frontal de animais obesos e eutroficos submetidos a sham ou CLP (24 horas). * Significativo
em relacdo a Sham + Eutrofia; & Significativo em relacdo a Sham + Obesidade; #
Significativo em relagdo a CLP + Eutrofia, considerando p<0,05.

4.4 Estresse oxidativo: TBARS e Carbonilacéo de proteinas

Verificou-se um aumento nos niveis de dano oxidativo em 12 horas ap6s CLP no
grupo CLP + obesidade com relacdo ao grupo CLP + eutrofia e Sham + obesidade no
hipocampo e no cértex como mostrado no Grafico 4A. Enquanto que no tempo de 24 horas
apos CLP, houve aumento da peroxidacao lipidica em todas as estruturas cerebrais estudadas
no grupo CLP + eutrofia em comparagdo com Sham + eutrofia e o grupo CLP + obesidade
exacerbou essa resposta comparado ao grupo Sham+obesidade e CLP + eutrofia (Gréfico 4B).
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Gréafico 4A: Equivalente de MDA em hipocampo, cértex e cortex pré-frontal de animais
obesos e eutroficos submetidos a sham ou CLP (12 horas). * Significativo em relacdo a Sham
+ Eutrofia; & Significativo em relacdo a Sham + Obesidade; # Significativo em relacdo a CLP
+ Eutrofia, considerando p<0,05.

4B

0.008-
P a i B3 Sham + Eutrofia
s £ i # T B3 Sham+ Obesidade
o 0.0061 - E] CLP +Eutrofia
= I .
P : ([ CLP + Obesidade
E = =
" B =
£ == =
= —
£ :

Hipocampo Cortex Cortex pré-frontal

Gréfico 4B: Equivalente de MDA em hipocampo, cértex e cértex pré-frontal de animais
obesos e eutroficos submetidos a sham ou CLP (24 horas). * Significativo em relagdo a Sham
+ Eutrofia; & Significativo em relacdo a Sham + Obesidade; # Significativo em relacdo a CLP
+ Eutrofia, considerando p<0,05.

Com relacdo a avaliagcdo ao dano oxidativo em proteinas através da carbonilagédo
proteica, verificou-se que os resultados ndo foram significativos nas primeiras horas apos a
indugdo da obesidade e sepse (Grafico 5A). No entanto, observa-se um aumento na

carbonilacéo de proteinas nos grupos CLP + eutrofia em comparagdo com Sham + eutrofia e
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no grupo CLP + obesidade em comparagdo com Sham + obesidade e CLP + eutrofia no

hipocampo e no cortex 24 horas ap0s a cirurgia (Gréafico 5B).
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Gréafico 5A: Proteinas carboniladas em hipocampo, cortex e cortex pré-frontal de animais
obesos e eutroficos submetidos a sham ou CLP (12 horas). * Significativo em relacdo a Sham
+ Eutrofia; & Significativo em relacdo a Sham + Obesidade; # Significativo em relacdo a CLP
+ Eutrofia, considerando p<0,05.
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Gréafico 5B: Proteinas carboniladas em hipocampo, cortex e cértex pré-frontal de animais
obesos e eutroficos submetidos a sham ou CLP (24 horas). * Significativo em relagdo a Sham
+ Eutrofia; & Significativo em relacdo a Sham + Obesidade; # Significativo em relacdo a CLP
+ Eutrofia, considerando p<0,05.
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4.5 Atividade antioxidante

A atividade da SOD e CAT néo foram significativas em 12 horas ap0s a cirurgia,
como mostrado no Grafico 6A e 6C respectivamente. Quanto as 24 horas apds a inducédo a
sepse, observou-se uma diminui¢do da atividade da SOD no CLP + eutrofia em comparagéo
com Sham + eutrofia com potencializa¢do da diminui¢do da SOD no grupo CLP + obesidade
em comparagdo com CLP + eutrofia e Sham + obesidade em todas as estruturas cerebrais
estudadas (Grafico 6B). A atividade de CAT nas 24 horas foi reduzida apenas no hipocampo
no grupo CLP + eutrofia e essa queda foi potencializada no grupo CLP + obesidade (Gréfico
6D).
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Gréafico 6A: Atividade da SOD em hipocampo, cortex e cortex pré-frontal de animais obesos e
eutréficos submetidos a sham ou CLP (12 horas). * Significativo em relacdo a Sham +
Eutrofia; & Significativo em relagcdo a Sham + Obesidade; # Significativo em relagdo a CLP +
Eutrofia, considerando p<0,05.
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Gréfico 6B: Atividade da SOD em hipocampo, cortex e cortex pré-frontal de animais obesos e
eutroficos submetidos a sham ou CLP (24 horas). * Significativo em relacdo a Sham +
Eutrofia; & Significativo em relacdo a Sham + Obesidade; # Significativo em relacdo a CLP +
Eutrofia, considerando p<0,05.
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Gréfico 6C: Atividade da CAT em hipocampo, cortex e cortex pré-frontal de animais obesos e
eutréficos submetidos a sham ou CLP (12 horas). * Significativo em relacdo a Sham +
Eutrofia; & Significativo em relagdo a Sham + Obesidade; # Significativo em relagdo a CLP +
Eutrofia, considerando p<0,05.
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6D: Atividade da CAT em hipocampo, cortex e cortex pré-frontal de animais obesos e
eutroficos submetidos a sham ou CLP (24 horas). * Significativo em relacdo a Sham +
Eutrofia; & Significativo em relagdo a Sham + Obesidade; # Significativo em relagdo a CLP +

Eutrofia, considerando p<0,05.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo mostrou a influéncia da obesidade sobre a leséo cerebral apos a
inducdo de sepse em ratos. Os dados encontrados indicam que nos ratos obesos e submetidos
a sepse polimicrobiana, ocorre um aumento de permeabilidade da BHE em diferentes regides
cerebrais em comparagdo com ratos eutroficos sépticos. Essa alteracdo refletiu sobre a
migracdo de neutrdfilos, concentracdo de nitrito/nitrato, dano oxidativo em lipidios e
proteinas e um desequilibrio das defesas antioxidantes, especialmente, em 24 horas apos a
sepse. Esses resultados sugerem fortemente que animais obesos sdo de fato mais vulneraveis
aos efeitos deletérios da sepse no cérebro.

A obesidade, devido ao seu feno6tipo pré-inflamatorio acompanhada da resisténcia
a insulina, favorece um ambiente em que estimulos inflamatdrios adicionais conduzem a uma
resposta inflamatoria exagerada.'?* Evidéncias clinicas apontam a obesidade como fator de
risco para disfuncdo de multiplos 6rgdos induzida por sepse, € 0 cérebro é um dos primeiros
6rgaos afetados durante o desenvolvimento da doenca. 12#1%

Com base na literatura sabe-se que a ES em pacientes e em diferentes modelos
animais de sepse, ocorre como resultado da resposta pré-inflamatoria e alteracfes na BHE,
que possibilitam que células inflamat6rias tenham acesso ao cérebro e liberem materiais
toxicos resultando no dano neuronal.!?* Nesse contexto, no presente estudo podemos verificar
um aumento na permeabilidade BHE e nos niveis de MPO, como marcador de infiltrado de
neutréfilos, apenas no hipocampo e no cértex 24 horas apés CLP, como previamente
demonstrado.*® Estudos pré-clinicos mostram que em ratos obesos verifica-se uma quantidade
exagerada de citocinas inflamatorias circulantes, derivadas do tecido adiposo e aumento de
interacdes de células circulantes com células endoteliais via aumento da expressao de
moléculas de adesdo na microcirculacdo cerebral durante a sepse por CLP, em comparacéao
com os ratos eutroficos.®>12°1%6 Evidénciamos portanto, que a sepse associada ao quadro de
obesidade em ratos, favorece a uma significativa disfuncdo BHE e aumento da infiltracdo de
neutréfilos no hipocampo ja em 12 horas, send que essa resposta passa a ser potencializada no
hipocampo e no cortex 24 h ap6s CLP. Assim, podemos ter como resultado nessa etapa do
estudo a reposta para a hipotese de que a inflamacdo relacionada com fisiopatologia da
obesidade acelera e potencializa a disfuncdo da BHE e 0 acesso de neutrofilos ativados para o
cérebro em ratos submetidos a sepse.

Os mecanismos relacionados ao aumento da permeabilidade na BHE na sepse em

ratos & multifacetado e pode envolver o aumento do estresse oxidativo e alteragbes nas JA,
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componentes estruturais essenciais da BHE.*®* Tem sido documentado que as células
endoteliais vasculares cerebrais possuem maior quantidade de nicotinamida adenina
dinucleotido fosfato hidreto (NADPH) oxidase e, portanto, pode resultar em uma maior
producdo de EROs e ERNS,*?” contribuindo potencialmente para a disfun¢io da BHE. O
peroxinitrito, como produto da reacdo do anion superoxido com oxido nitrico (NO), gerados
por NADPH oxidase e Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), respectivamente, tem sido
proposto como um contribuinte para a morte celular e dano tecidual na sepse!?®'?° e, em
especial ao dano cerebral.®*° Seguindo o0 aumento da permeabilidade da BHE e infiltrado de
neutréfilos encontramos em nosso estudo um aumento de nitrito/nitrato como produto final de
ON somente em 24 horas ap6s CLP, no hipocampo e cortex. Recentemente, verificamos que
em modelo animal de sepse ocorreu um aumento da producéo de nitrito/nitrato em diferentes
estruturas cerebrais quando os animais foram submetidos a uma condicéo inflamatéria cronica
como ao modelo animal de diabetes por aloxano.'® Nesse sentido, no presente estudo,
verificamos que assim como em modelo de diabetes, como uma condi¢do previamente
inflamatoria, a obesidade associada aumentou os niveis de nitrito/nitrato desde 12 h e
potencializado em 24 horas ap0s a sepse no hipocampo e no cortex dos animais.

O tecido cerebral tem caracteristicas Gnicas que o torna mais suscetivel ao dano
oxidativo devido a uma alta taxa metabolica de oxigénio e niveis baixos de defesas
antioxidantes em comparagdo com outros 6rgdos.'® Estudos experimentais e clinicos
demonstram que a disfuncdo de multiplos 6rgdos na sepse estad associada a um aumento da
producdo de EROs e deplecdo de antioxidantes, levando ao estresse oxidativo.®® EROs
geradas durante a resposta inflamatoria sistémica inicia a peroxidacéo lipidica e oxidacdo de
proteinas no cérebro e parénquima cerebral, devido a faléncia dos sistemas antioxidantes do
cérebro. Isto prejudica o metabolismo oxidativo cerebral e provoca uma supressdo aguda da
funcdo cerebral global, que, em seguida, da origem aos sintomas caracteristicos da ES.'?°
Estas observagdes ocorrem ja no inicio do curso do desenvolvimento da sepse>® e a associagao
de antioxidantes em estudos previos atenuou o dano oxidativo no hipocampo e cortex. 3413
Verificamos em nosso estudo, resultados que reforgam essas observagdes, quando os animais
foram submetidos a sepse houve aumento de peroxidacg&o lipidica e carbonilacdo de proteinas
no hipocampo e no cortex em 24 horas apos CLP.

O SNC pode também ser prejudicialmente afetado pela obesidade associada a
disfuncdo metabodlica e o estresse oxidaditvo.’*® Tem-se demosntrado que uma dieta rica em
gordura aumenta o nivel de peroxidagdo lipidica no cérebro em ratos.*®” Assim, no presente

estudo mostramos que a obesidade induziu um aumento da carbonilacdo de proteinas em 24
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horas e lipoperoxidacdo em 12 horas e 24 horas apos cirurgia de CLP, principalmente no
hipocampo e no cdrtex em propor¢des maiores do que o dano oxidativo causado somente por
sepse. O fato de que os lipidios foram mais afetados do que as proteinas, pode ser devido ao
cérebro possuir uma maior concentragdo e diversidade de lipidios, ¥ *° sendo mais sensivel
a peroxidagcdo lipidica tornando o cérebro particularmente vulneravel ao estresse oxidativo4

Uma vez que o estresse oxidativo é consequéncia de um desequilibrio entre as
defesas antioxidantes do tecido e as espécies reativas geradas, os resultados encontrados neste
estudo indicam fortemente que a obesidade potencializa a diminuicdo da atividade da CAT e
SOD em ratos sépticos. Estas observactes foram verificadas em todas as estruturas cerebrais
estudadas quando avaliamos a atividade da SOD e apenas no hipocampo para a atividade da
CAT. Niveis relativamente baixos destas enzimas podem ser responsaveis, em parte, pela
vulnerabilidade do tecido cerebral, bem como verificamos em nosso estudo. Alzoubi et al.,
mostraram que o consumo de dieta rica em gordura e em carboidratos reduzem a atividade das
enzimas SOD e CAT no hipocampo e cdrtex, resultando no deficit de memoria de curta e
longa duracdo.**! Com base em estudos prévios de que o desequilibrio de antioxidantes pode
contribuir para o dano oxidativo em regides cerebrais que associam-se a alteracdes cognitivas
na sepse e obesidade isoladamente, 14143 verificamos em nosso estudo uma potencializagio
do deficit das enzimas antioxidantes quando a obesidade e sepse foram associadas o0 que
poderia estar associado a um possivel aumento de dano cognitivo nesses animais.

Finalmente, podemos dizer que os animais obesos tornam-se de fato mais
vulneraveis aos efeitos deletérios da sepse referentes ao dano cerebral resultante do aumento
da permeabilidade da BHE, infiltrado de neutrofilos, o dano oxidativo e os baixos niveis de

enzimas antioxidantes, o que torna-se um importante foco de futuras investigacoes.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo avaliou a associa¢do de um modelo animal de obesidade e sepse
polimicrobiaba, afim de identificar possivel exacerbacdo da resposta inflamatdria presente na
sepse. Os dados encontrados indicam que em ratos obesos e submetidos a sepse ocorre um
aumento da permeabilidade da BHE em diferentes regides cerebrais em comparacdo com
ratos eutréficos sépticos. Essa alteracao refletiu sobre a migracao de neutréfilos, concentracdo
de nitrito/nitrato, dano oxidativo em lipidios e proteinas e um desequilibrio das defesas
antioxidantes especialmente 24 horas ap0ds a sepse.

Portanto, considerando a elevada prevaléncia de sepse e o desenvolvimento da
encefalopatia séptica e a sua correlacdo com o quadro de inflamag&o cronica caracteristico da
obesidade e que este estudo trata-se de um projeto inicial, torna-se extremamente importante
estudos mais especificos sobre o tema, proporcionando assim uma maior compreensao dos
fatores neuroguimicos e neuroinflamatérios envolvidos entre sepse, mais precisamente a
encefalopatia séptica e a obesidade e que poderd contribuir para o desenvolvimento de
terapias especificas no tratamento do dano neuroldgico no quadro de sepse e obesidade

associadas.
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