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RESUMO

Introdugao: Disfungao cognitiva pds operatéria (DCPO) é uma sindrome definida por
uma queda no desempenho cognitivo avaliado por um conjunto de testes neuro-
psicologicos realizados antes e apdés um procedimento cirurgico. A etiologia da
DCPO ainda é desconhecida mas estudos em animais tém sugerido que a DCPO
pode ser causada por: neuroinflamagao excessiva apds a cirurgia e falha para resol-
ver o processo inflamatério. Associado a isso, sabe-se que o estresse oxidativo co-
mo resultado da neuroinflamagdo pode ser um dos causadores de dano neuronal.
Objetivo: avaliar o possivel envolvimento do estresse oxidativo cerebral na DCPO
em modelo experimental de fratura em ratos idosos. Métodos: ratos da linhagem
Wistar foram submetidos a um modelo experimental de fratura na tibia. Os parame-
tros bioquimicos foram analisados a partir de amostras do hipocampo e cortex pré-
frontal 24 horas e 7 dias apds o procedimento. Pardmetros determinados: dano oxi-
dativo em lipidios e proteinas; atividades das enzimas oxidantes (superoxido dismu-
tase-SOD e catalase-CAT). O déficit cognitivo foi avaliado 7 dias apds o procedimen-
to através do teste de habituagdo ao campo aberto e o teste reconhecimento de ob-
jetos. As analises estatisticas foram executadas utilizando o programa SPSS® ver-
sdo 20.0 com resultados significativos para p<0,05, o graficos construidos no Gra-
phpad Prism® versao 6. Resultados: O dano em lipidio apresentou um aumento no
hipocampo no grupo fratura no sétimo dia pds cirurgia comparado ao grupo controle.
O dano em proteinas apresentou valores significativamente maiores no primeiro dia
pos cirurgia no grupo fratura tanto no hipocampo quanto no cértex pré-frontal. As
enzimas antioxidantes SOD e CAT apresentaram uma diminuicdo significativa de
sua atividade em ambas estruturas no primeiro dia pds cirurgia no grupo fratura. Nos
testes comportamentais os ratos do grupo controle apresentaram uma diminui¢éo no
numero de crossings o que ndo ocorreu com o grupo fratura e o grupo fratura apre-
sentou um aumento significativo no nimero de rearings comparado ao grupo contro-
le. No teste de reconhecimento de objetos, o grupo fratura apresentou prejuizo na
memoria de longa duracao. Conclusao: Conclui-se que em ratos idosos submetidos
em modelo experimental de fratura na tibia ocorreu aumento de estresse oxidativo
acompanhado pelo prejuizo na memoaria de longa duragédo e na habituagcdo de cam-

po aberto.



Descritores: Disfungdo cognitiva pés-operatoria. Estresse oxidativo. Disfungdo cogni-

tiva



ABSTRACT

Introduction: Postoperative cognitive dysfunction (POCD) is a syndrome defined by a
drop without cognitive performance assessed by a set of neuropsychological tests
before and after a surgical procedure. The etiology of POCD is still unknown but ani-
mal studies have suggested that an POCD may be caused by: excessive neuroin-
flammation following surgery and failure to resolve the inflammatory process. Associ-
ated with this, it is known that oxidative stress as a result of neuroinflammation may
be one of the causes of neuronal damage. Objective: to evaluate the possible cere-
bral oxidative involvement in POCD in an experimental fracture model in the elderly
rats. Methods: Wistar rats submitted to an experimental model of tibial fracture. The
results obtained are analyzed from samples of the hippocampus and prefrontal cor-
tex 24 hours and 7 days after the procedure. Parameters determined: oxidative dam-
age in lipids and proteins; Activities of oxidizing enzymes (superoxide dismutase-
SOD and catalase-CAT). Cognitive deficit was assessed 7 days after the procedure
by the open field test and the object recognition test. The statistical analyzes were
performed using the SPSS® version 20.0 program with significant results for p <0.05,
the graphs constructed were not Graphpad Prism® version 6. Results: The lipid
damage showed an increase in the hippocampus in the fracture group on the sev-
enth postoperative day compared to the control group. Protein damage showed sig-
nificantly higher values on the first postoperative day in the fracture group in both the
hippocampus and the prefrontal cortex The antioxidant enzymes SOD and CAT
showed a significant decrease in their activity in both structures on the first postope-
rative day in the fracture group. In the behavioral tests the rats of the control group
presented a decrease in the number of crossings, which did not occur with the frac-
ture group and the fracture group presented a significant increase in the number of
rearings compared to the control group. In the object recognition test, the fracture
group presented impairment in long-term memory. Conclusion: It was concluded that
in elderly rats submitted to an experimental model of fracture in the tibia, there was
an increase in oxidative stress accompanied by long-term memory impairment and
habituation of the open field

Keywords: Postoperative cognitive dysfunction. Oxidative stress. Cognitive disorder
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1. INTRODUGAO

Disfuncao cognitiva pés operatéria (DCPQO) é uma sindrome definida por uma
queda no desempenho cognitivo avaliado por um conjunto de testes neuropsicologi-
cos realizados antes e apds um procedimento cirtrgico'. Os testes neuropsicoldgicos
para DCPO normalmente incluem testes que avaliam varios dominios cognitivos: fun-
¢ao executiva; aprendizado e memoaria; fungéo visual e espacial; e fungao psicomoto-
ra’,

Os idosos, especialmente, estdo em maior risco para apresentar a DCPO?. As
alteragdes fisioldgicas decorrentes do envelhecimento resultam em uma capacidade
reduzida do idoso para lidar com o estresse associado a cirurgia, anestesia e interna-
¢do em geral®.

A incidéncia relativamente alta de DCPO é encontrada apds procedimentos
cardiacos e ortopédicos®. No geral, a longa duracdo da cirurgia e procedimentos
grandes e invasivos com a perda de sangue relevantes sdo acompanhados com um
risco aumentado em comparagao com intervengdes menos invasivas, pequenas e
curtas?.

Em relacao aos pacientes ortopédicos alguns fatores sao sugeridos na génese
da DCPO como complicagbes tromboembdlicas, influéncia da terapia medicamentosa
para dor no periodo pds operatério, a imobilizagao prolongada resultantes de fraturas
dos ossos longos®. A DCPO apos cirurgias nédo cardiacas esta associada com aumen-
to da mortalidade, diminuicdo da qualidade de vida, risco de abandono precoce ao
mercado de trabalho e aumento da dependéncia fisica®.

A etiologia da DCPO ainda é desconhecida®. Os procedimentos cirlirgicos cau-
sam uma resposta de estresse sistémico, o que leva a liberacdo de hormdnios neuro-
enddcrinos e uma resposta inflamatéria®. Estudos em animais tém sugerido que a
DCPO pode ser causada por: neuroinflamagao excessiva apds a cirurgia; falha para
resolver o processo inflamatério; disfungdo da barreira hematoencefalica (BHE) ®'2,

A neuroinflamacgao proporciona uma fonte primaria de radicais livres, espécies
reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas de nitrogénio (ERNs) a partir da ati-
vagado do sistema imune do sistema nervoso central (SNC)'>. Estas espécies apresen-
tam capacidade para modificar proteinas, lipidios e acidos nucléicos'®. Os neurénios,

sdo altamente vulneraveis aos efeitos prejudiciais destas espécies reativas'. A sus-



cetibilidade do SNC a acao das espécies reativas ocorre devido a sua elevada taxa
metabdlica, rica composi¢do de acidos graxos com tendéncia para a peroxidacgao,
altas concentracgdes intracelulares de metais de transicao capazes de catalisar a for-
macao de EROs e baixos niveis de anti-oxidantes'.

Mecanismos, incluindo humoral, celular, e vias neurais, tém sido propostos
nesta comunicagao bidirecional entre o sistema imunitario e o cérebro apos a cirur-
gia'. Estratégias destinadas a diminuir e/ou controlar a resposta inflamatéria excessi-
va tém sido promissoras em limitar o declinio cognitivo induzido por cirurgia em varios
modelos de roedores. Entretanto nenhum estudo avaliou o possivel envolvimento do
estresse oxidativo cerebral na DCPO em ratos idosos em modelo experimental de
fratura na tibia. Portanto compreender as relagées entre a DCPO, formagao de espé-
cies reativas, a capacidade antioxidante é fundamental para elucidar os mecanismos
da doenca e o desenvolvimento de modalidades terapéuticas para combater o seu

processo.
1.1 REFERENCIAL TEORICO
1.1.1 Definigdo, Epidemiologia e Fatores de Risco da DCPO

Confusao pos-operatoria e problemas cognitivos sdo mais comuns em idosos
(>65 anos) do que pacientes mais jovens e podem ser categorizados como delirio
pds-operatdrio, DCPO e deméncia'®. O delirio € bem definido pela Organizagdo Mun-
dial de Saude e é encontrado na Classificacéo Internacional de Doencas''®. E carac-
terizado por um inicio agudo e pode estar associado com alteragdo no nivel de cons-
ciéncia. Pode manifestar-se como hiperatividade, hipoatividade ou ambas, tipicamente
com sonoléncia diaria e agitacdo noturna'®.

Embora o delirio seja normalmente uma condi¢cdo temporaria, € independen-
temente associado com aumento da mortalidade, tempo de hospitalizagdo, incapaci-
dade funcional, a permanéncia em instituicdes de cuidados a longo prazo, e os custos
de hospitalizacdo'. Ha uma série de ferramentas de avaliacdo rapida usadas para
diagnosticar delirio em pacientes hospitalizados. Destes, 0 método de avaliagao de
confusdo (CAM) é o mais conhecido e mais utilizado pelos médicos. O CAM avalia as

seguintes caracteristicas: inicio agudo e curso flutuante; desatengao; pensamento



desorganizado; e alteracao do nivel de consciéncia. O diagnéstico de delirio requer a
presenca das duas primeiras caracteristicas e/ou terceira ou quarta'®.

Apesar do fato da DCPO nao ser um diagnéstico psiquiatrico formal, por ndo
estar na Classificacao Internacional de Doencgas, o termo é comumente usado na lite-
ratura e é considerado como sendo uma disfungdo cognitiva leve'®. Afeta uma grande
variedade de dominios cognitivos, aprendizagem e memoria, habilidades verbais, per-
cepcao, atencdo, funcdes executivas e pensamento abstrato. E possivel ter alteracéo

20,21

em uma area sem déficit em outra®“'. A principal queixa subjetiva é a deterioracao

na memdria, e alguns pacientes apresentam dificuldade para atividade laboral®.
Nenhum teste especifico esta aceito internacionalmente para diagnosticar DCPO?'. A
DCPO, normalmente nao é aparente durante os primeiros dias apds a cirurgia e em
muitos casos nao é detectado até que o paciente ou os familiares percebam novas
dificuldades com as atividades da vida diaria. Os sintomas podem durar de semanas
a alguns meses mas usualmente séo reversiveis, normalmente a consciéncia esta
preservada (Quadro 1) %,

Fischer e colaboradores®* recomendam quando suspeitar da DCPO, centrar-se
na anamnese. Parentes ou outros acompanantes que conhegam bem o paciente re-
presentam fontes importantes para a elaboracao da histéria clinica. Deve ser progra-
mado um tempo necessario para uma completa avaliagao da funcédo cognitiva segui-

da de um exame fisico e neuroldgico.

Quadro 1. Caracteristicas da deterioragdo cognitiva pés operatoéria

Caracteristicas Delirio DCPO

Inicio Agudo Sutil

Duragao Dias a semanas Semanas a meses

Atencao Prejudicada Prejudicada

Consciéncia Alterada Normal

Reversivel Usualmente Usualmente, mas pode ter longa dura-
cao

DCPO: Disfungéo Cognitiva Pés Operatoria
Fonte: Adaptado Krenk e cols®’

O primeiro estudo grande prospectivo descrevendo DCPO em cirurgias nao

I’®. Neste es-

cardiaca foi publicado em 1998 por um grupo de pesquisa multinaciona
tudo, pacientes com 60 anos ou mais de idade, que foram submetidos a cirurgia ab-
dominal e ortopédica, completaram uma bateria de testes psicométricos uma semana
antes da cirurgia e trés meses apos a cirurgia. A disfungao cognitiva ocorreu em 25%
dos pacientes na alta hospitalar e 10% tinham altera¢des cognitivas mensuraveis aos
trés meses apos a cirurgia. Encontrou-se diferengas estatisticamente significativas na

incidéncia de disfungado cognitiva entre os pacientes cirurgicos e os controles nao ci-




rdrgicos em uma semana e trés meses apos a cirurgia. Entretanto nao foram encon-
tradas diferencas estatisticamente significativas na incidéncia de DCPO em pacientes
comparados aos controles n&o-cirurgicos em um ano apés a cirurgia. Em um estudo
de coorte prospectivo, no entanto, uma maior disfungdo cognitiva foi observada em
pacientes cirurgicos do que os controles nao-cirurgicos, mesmo em um ano apoés a
cirurgia®’. Monk e colaboradores' avaliaram adultos de todas as idades submetidos
a cirurgia nao cardiaca e diagnosticaram DCPO em 30-40% dos pacientes adultos de
todas as idades no momento da alta hospitalar.

A incidéncia relativamente alta de DCPO ¢é encontrada apés procedimentos or-
topédicos®. A incidéncia de DCPO apos artroplastia de grandes articulagdes varia de
16% a 45%2%. Em pacientes com fratura de quadril a incidéncia varia de 16% a 62%%°.

Alguns fatores de risco sdo sugeridos na génese da DCPO em pacientes orto-
pédicos, como: complicagbes tromboembdlicas; influéncia da terapia medicamentosa
para dor no periodo pds operatério; a imobilizagao prolongada resultantes de fraturas
dos ossos longos®. Os fatores de risco para o desenvolvimento da DCPO podem ser
divididos em fatores modificaveis e fatores ndo modificaveis (Quadro 2)'. Um fator de
risco nao modificavel para DCPO consistentemente encontrada em varios estudos é a
idade aumentada’*?%%=32_ Qutro estudo, comparando pacientes acima e abaixo de 60
anos, encontrou que a DCPO estava mais de duas vezes, mais frequente em pacien-
tes acima 60 anos™.

Quadro 2. Fatores de risco na DCPO

Fatores modificaveis Fatores ndao modificaveis
Anestesia (tipo, duragao) Aumento da idade
Hospitalizagao (duragao) Nivel escolaridade baixo

Cirurgia (duragao,tipo) Acidente vascular cerebral prévio

DCPO: disfungao cognitiva pds operatoria
Fonte: Berger e cols'

Apesar de alguns fatores estarem associados a DCPO, a etiologia ainda é des-
conhecida. Mas sabe-se que os procedimentos cirurgicos causam uma resposta de
estresse sistémico, o que leva a liberagdo de horménios neuroenddcrinos e uma res-

posta inflamatdria causando alteracdes no SNC®.



1.1.2 Fisiopatologia

1.1.2.1 Alarminas e processo inflamatério

O trauma nos tecidos bem como o trauma decorrente da cirurgia liberam pa-

drdes moleculares associados ao dano (DAMPs) também chamados de
alarminas®*. Estes, por sua vez sdo reconhecidos por receptores de reconhecimen-

to padréo (PRRs) que desencadeiam uma resposta imune®34,

As alarminas compreendem moléculas enddgenas multifuncionais que sao
passivamente liberadas a partir de células necréticas apés infecgado ou lesao tecidual
ou sdo secretadas por leucécitos e epitélios estimulados®. Uma vez liberada extrace-
lularmente, as alarminas promovem a ativacdo de células imunitarias inatas®*. Re-
crutam e ativam células apresentadoras de antigenos envolvidos na defesa do hos-
pedeiro e a reparagao de tecidos através de PRRs**.

Uma das mais importantes DAMPs ¢ a proteina do grupo 1 de alta mobilidade
(HMGB1) vide Quadro 3, Alarminas e fun¢des>>. HMGB1 pode ligar e sinalizar através
de uma familia de PRRs que s3o evolutivamente conservadas®. Entre PRRs, recep-
tores Toll-like (TLRs) sao de importancia critica, reconhecendo varios ligantes e ativa-
¢ao de sinais de TLR ao longo de diferentes percursos*®. Um desses percursos trans-
duzem sinais intracelulares, em ultima analise conduzindo a ativagao do fator nuclear
kB (NF-kB) que aumentam a liberacgdo de citocinas pro-inflamatdrias®’.

Quadro 3. Alarminas: origem e fungdes

Alarmina Origem Acao Intracelular Acao Extracelular
HMGBH1 Todos tipos celulares | Regulagdo da trans- | Resposta pré-inflamatéria;
incluindo células | cricdo do DNA quimiotaxia, proliferagcdo e
imunologicas diferenciagdo de células pre-
cursoras do sistema imune;
angiogénese
S100A8/S100A9, Células epiteliais e | Regulagdo de cal- | Resposta pré-inflamatéria;
S100A12 fagocitos cio, motilidade celu- | adesdao neutréfilo, migragao
lar das células da medula 6ssea.
S100B (S71) Astrocitos, oligoden- | Regulagdo da proli- | Pro-proliferagéao, pro-

drécitos, células de
Schwann

feragao celular, dife-
renciagao, homeos-

tase de calcio,
transcricdo,  motili-
dade

diferenciagao

HSP60 e HSP70

Todas células
(HSP60: mitocdn-
dria; HSP70: citosol
€ nucleo)

Formagao de estru-
turas proteicas mul-
timéricas e cadeias
de polipeptideos
nascentes

Estimulam autoantigenos de
vias imunorregalatérias para
suprimir a inflamagéo; podem
associados a outros ligantes
regular a liberagao de citocinas
pré-inflamatérias

HMGB1: proteina do grupo 1 de alta mobilidade; DNA: acido desoxirribonucleico
Fonte: Adaptado Chan e cols *
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Outras importantes alarminas sdo S100A8 e S100A9, abundantes no citosol de
neutréfilos e mondcitos, sdo também mediadores de inflamacdo*?. Estes complexos
sao liberados durante a ativagao de fagocitos e medeiam os seus efeitos através dos
receptores TLRs, levando a producao de TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) e ou-
tras citocinas®’.

O pico da resposta inflamatéria apds um trauma ortopédico inicia dentro das
primeiras 24 horas*'. A resposta inicial pré-inflamatéria envolve a secrecéo de TNF- a,
interleucina 1 beta (IL-1B), interleucina-6 (IL-6), interleucina-11 (IL-11) e interleucina-
18 (IL-18)*. A concentragdo de TNF- a apresenta pico nas primeiras 24 horas e re-
torna aos valores basal dentre as 72 horas pds trauma*?. O TNF- a é expresso por
macrofagos e outras células inflamatérias e induz uma cascata inflamatéria e age co-
mo agente quimiotatico recrutando fibroblastos e células osteoprogenitoras™.

A IL-1B é produzida por macrofagos na fase aguda da inflamagao, induz a pro-
ducao de IL-6 nos osteoblastos, produz o calo cartilaginoso primario e também pro-
move angiogénese no tecido lesionado®’™°. A IL-6 é somente produzida na fase agu-
da e estimula a angiogénese, a producao do fator de crescimento endotelial e a dife-
renciacdo de osteoblastos e osteoclastos*’™°. Como resultado, o hematoma da fratu-
ra inicial e a subsequente cascata inflamatdria aguda sao substituidas por tecido de
granulagao rico em proliferacao de células mesenquimatosas e o desenvolvimento de
neovascularizagao incorporado numa matriz desorganizada extracelular de colageno
que resultara na consolidacgdo da fratura® 2.

Logo a inflamacdo € um processo biolégico fundamental para a erradicagao
dos agentes patogénicos e manutencdo da homeostase dos tecidos®®. O estimulo
inflamatorio € acompanhado de citocinas e de reparagao para resolver o meio infla-
matdrio e restabelecer a homeostase dos tecidos®®. No entanto, se esta progressao
de eventos persiste o processo pode progredir para um estado de inflamacgao
crénica®®. Esta resposta inflamatéria aumentada é realgada pela secregdo continua de
citocinas e outros fatores, como a destruicdo do tecido em curso, e a homeostase é
prejudicada®. A lesdo 6ssea induz uma resposta inflamatéria que é benéfica para a
cicatrizagdo quando aguda e altamente regulada®. No entanto, se esta resposta é
suprimida, desregulada, ou se tornar cronica, a inflamacgao pode ser prejudicial para a
cura®%¢,

O processo de envelhecimento é acompanhado do aumento na fragilidade fisi-

ca e mental produzindo um risco elevado de estresse fisico e psicolégico nos
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idosos®’. O estresse € um potente modulador da fungdo imunitaria, que na juventude
pode ser compensada pela presenca de uma resposta imunitaria eficiente®”. Nos ido-
s0s, a resposta imune é diminuida, como resultado do declinio nos varios componen-
tes do sistema imune (senescéncia imune) e um deslocamento para um estado pro-
inflamatéria crénico®’.

Além da producdo de mediadores inflamatérios, a presenga de alarminas esta
relacionada na produgao de radicais livres e aumento do dano oxidativo celular®®. Por
serem reconhecidos por receptores especificos em neutrdfilos, induzem a producgao
de EROs via ativacado de Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato (NADPH) oxi-

dase®®.
1.1.2.2 Radicais livres, antioxidantes e estresse oxidativo

O termo radical livre refere-se a atomo ou molécula altamente reativo, que con-
tém ndmero impar de elétrons em sua Ultima camada eletronica®. E este ndo empa-
relhamento de elétrons da ultima camada que confere alta reatividade a esses atomos
ou moléculas®®. Os radicais livres sdo gerados em processos aerdbicos, como a res-
piracdo celular, a exposicdo a infecgdes microbianas que envolvem a ativagao de
fagoécitos, durante a atividade fisica intensa ou a acédo de poluentes / toxinas como
fumaca de cigarro, alcool, ionizantes e radiacbes ultra violeta (UV), pesticidas,
0z6nio®'. As EROs e as ERNs sdo geradas durante o metabolismo normal, mas a
produgdo esta aumentada na presenca de hipdxia ou isquemia, lesdo tecidual, in-
feccdo e inflamagao®2. Particularmente nos tecidos onde ocorre uma fratura, devido
ao mecanismo de isquemia e reperfusdo é gerado radicais livres®°°.

As EROs sao representados por radicais livres e nao-livres, moléculas de radi-
cais oxigenados, tais como peroxido de hidrogénio (H20-), superdxido (O,), oxigénio
singlet ('0.), o radical hidroxila (OH’) e o radical hidroperoxila (HO,')?®®. O O, ocorre
em quase todas as células aerobicas e é produzido durante a ativagcdo maxima de
neutroéfilos, mondcitos, macréfagos e eosinofilos®’. O HO,, a forma prolongada do Oy,
€ mais reativo que este, por sua maior facilidade em iniciar o dano de membranas
bioldgicas®®. O H,0, apesar de ndo ser um radical livre, pela auséncia de elétrons de-
semparelhados, € um metabdlito do oxigénio extremamente deletério pois participa da
reagdo que produz o OH". O '0,, assim como o H,0, ndo possui elétrons desempare-

lhados, no entanto também reage com um grande néimero de moléculas®®®’. O OH ¢
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0 mais reativo em sistemas biologicos pois ndo existe mecanismo de eliminagao en-
zimatico especifico para ele ©’.

Dentre as ERNs, o 6xido nitrico (NO) e diéxido de nitrogénio (NO,) apresen-
tam elétrons desemparelhados, e, portanto, podem ser considerados como radicais
livres, diferentemente do 6xido nitroso (N20)8. O 6éxido nitrico enddgeno, sintetizado a
partir de L-arginina, de oxigénio e de NADPH, por enzimas que pertencem a classe de
sintase de 6xido nitrico ou por redugao de nitrato inorganico, € uma das moléculas de
sinalizacdo envolvidas na vasodilatacdo e neurotransmiss&o®. O éxido nitrico tam-
bém é liberado pelos fagocitos (mondcitos, macrofagos e neutréfilos), como resultado

69-71

da reacao do sistema imune . Eles reagem com Oy, resultando na producgéo de

uma espécie de nitrogénio altamente reativa, o peroxinitrito (ONOQO’), um poderoso

69-71

oxidante contra muitas moléculas biologicas . O ONOO' pode ser decomposto pa-

ra produzir radicais OH", independentemente da presenga de metais de transicao®"".

Os radicais livres sao produzidos continuamente durante os processos metabo-
licos e atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons em varias reacdes
bioquimicas, desempenhando fungdes relevantes no metabolismo. As principais fon-
tes de radicais livres sdo as organelas citoplasmaticas que metabolizam o oxigénio, o
nitrogénio e o cloro, gerando grande quantidade de metabdlitos’?. Uma destas orga-
nela € a mitocondria responsavel pelo aproveitamento da maior parte da energia livre
provinda da oxidagao dos nutrientes, para isso ha necessidade do funcionamento do
ciclo de Krebs, do fluxo de elétrons na cadeia transportadora e da acao da fosforila-
¢ao oxidativa’®.

Além disso os radicais sao gerados a partir de dois sistemas enzimaticos: o sis-
tema oxidativo de NADP*/ NADP*H" e o da mieloperoxidase. Sua fonte principal de
producgao € a exploséao respiratoria durante a ativagao de glébulos brancos como neu-
trofilos, mondcitos, macréfagos, eosindfilos, entre outros’™.

Para evitar os danos causados pelas espécies reativas, o organismo desenvol-
veu varios mecanismos de defesa denominados de antioxidantes. O conceito de anti-
oxidante bioldgico refere-se a qualquer composto que, quando presente a uma con-
centracdo mais baixa comparada com a de um substrato oxidavel, € capaz de atrasar
ou evitar a oxidagdo do substrato’>’®. Os antioxidantes podem atuar em diferentes
etapas do processo oxidativos podendo interferir na iniciagdo, propagacao ou na ter-

minac&o da cadeia de geracéo de radicais livres (figura 1)"’.
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A superoéxido dismutase (SOD) faz parte do sistema de defesa antioxidante en-
zimatica contra a oxidacao, fazendo a dismutagao do anion radical superéxido em
oxigénio e H,0,"®". Trés tipos de SODs podem ser encontradas em tecidos de ma-
miferos: superoxido dismutase contendo cobre-zinco (SOD1) presente no citosol, su-
peréxido dismutase contendo manganés (SOD2) encontrada na matriz mitocondrial e
superéxido-dismutase extracelular (SOD3)"®7°.

A catalase (CAT) representa a enzima antioxidante envolvida na deplegao re-
dutiva de H,0, & agua. E expressa na maioria das células, érgdos e tecidos e em
concentracdes elevadas, no figado e eritrécitos’. A glutationa peroxidase (GPx), uma
enzima antioxidante contendo selénio, catalisa tanto a reducao de H>O, e hidropero-
xidos organicos a agua ou os alcoois correspondentes®.

O sistema antioxidante ndo enzimatico € formado por muitas substancias, com
destaque para a glutationa (GSH), principal composto antioxidante intracelular, tocofe-
réis, ascorbato, acido urico e B-caroteno, além de proteinas de transporte de metais
de transigao, como a transferrina (transporte do ferro) e ceruloplasmina (transporte do
cobre e oxidacdo do ferro para ser captado pela transferrina) ®'. Os metais de transi-
¢ao sao potenciais formadores de espécies reativas através da reagao com outros
compostos, uma vez que sofrem reacgdes redox. Decorre, dai, a necessidade de se-

rem transportados associados a proteinas, impedindo que essas reacdes ocorram®'.

ONOO-

NO-

NADPH oxidase SOD Reacao Fenton
o,——— 0, ——— H,0, ——OH-"

GPx CAT

Figura 1 — Geragao de radicais livres durante a inflamagéo e sistema enzimatico antioxidante. O O,
sobre a acdo da NADPH oxidase gera o O,, este por sua vez na presenga de NO pode gerar o
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ONOQO'. Outra via para o O, é a dismutagédo para H,O, pela SOD. O H,0, pode ser catalisado em
H,O pela GPx ou pela CAT, ou ainda na presenga de ions metalicos gerar a OH na reagéo de Fen-
ton.

O, - radical superoéxido;H,O, — peréxido de hidrogénio; OH' radical hidroxil; H,O — agua; SOD — supe-
réxido dismutase; CAT — catalase; GPx — glutationa peroxidase; ONOO™ - peroxinitrito; NO™ - 6xido
nitrico; O, — oxigénio; NADPH - Nicotinamida Adenina Dinucleétido Fosfato

O estresse oxidativo portanto ocorre com a falta de equilibrio entre a produgcao
de EROs / ERNs e a capacidade do organismo para neutralizar a sua agao pelos sis-
temas de protecdo antioxidante®2. Tal desequilibrio podem danificar lipidos, proteinas,
DNA e hidratos de carbono e alterar a estrutura celular e as fungbes do organis-
mo83'84.

Os lipidos sdo os mais susceptiveis a sofrerem oxidacao: acidos graxos polin-
saturados, em particular o acido aracdoénico e acido docosa-hexaendico, resultam na
formagao de malondialdeido e 4-hidroxinonenal, reconhecidos marcadores de deterio-
racao oxidativa dos lipidos. EROs e ERNs adicionalmente sao capazes de oxidar pro-
teinas, que, subsequentemente geram carbonilas. Acidos nucléicos também sofrem
danos pelas EROs, podendo provocar quebra na cadeia e alteracdo em purinas e ba-
ses de piridina, levando a mutacdes no DNA®®.

Pfeifer e colaboradores%, avaliaram a resposta inflamatéria em ratos submeti-
dos a trauma em tecidos moles, e observou a elevacédo da atividade da mieloperoxi-
dase nos pulmdes destes ratos em relagdo ao grupo controle. Menzel e colaborado-
res®’, avaliaram a resposta inflamatéria em camundongos submetidos a fratura de
femur e também constataram o aumento da atividade da mieloperoxidase nos pul-
mdes. A MPO ¢ liberada a partir de leucdcitos ativados em locais inflamatérios, ge-
rando espécies reativas®.

Wang e colaboradores® investigaram os niveis de estresse oxidativo em paci-
entes com fraturas de ossos longos que foram divididos em dois grupos: pacientes
abaixo de 50 anos e pacientes acima de 65 anos. Constataram o aumento da peroxi-
dacao lipidica, a partir de coleta sanguinea, significativamente maior no grupo de pa-
cientes idosos e também um aumento (2,2 vezes) dos niveis basais da SOD no gru-
po idoso. Entretanto somente o grupo abaixo de 50 anos teve um aumento significati-
vo da SOD apos a realizagao da cirurgia.

Assim sabe-se que o estresse oxidativo associado a resposta inflamatéria peri-

férica desencadeada pelo trauma podem causar o dano as células endoteliais da ba-
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reira hematoencefalica (BHE), deixando o cérebro suscetivel aos mediadores inflama-

térios e células ativadas da periferia®.
1.1.2.3 Mecanismos de disfungao cerebral associado a DCPO

A BHE é uma estrutura vascular multicelular que separa o sistema nervoso
central (SNC) da circulacdo sanguinea periférica. E uma estrutura especializada do
SNC que controla e regula a homeostase cerebral, medula espinhal, liquido cefalora-

quidiano com o resto dos sistemas®®’

. Fisiologicamente, as células endoteliais da
BHE formam uma rede intercelular continua de jung¢des apertadas que podem ser de-
gradadas pela agdo das metaloproteinases de matriz (MMP)'%2. A BHE tem como
funcdo a protecao do cérebro de toxinas e agentes patogénicos, mantendo um am-
biente que permite que os neurdnios funcionem corretamente®. Além das fungdes de
permeabilidade seletiva a BHE possui aspectos importantes como fungdo neuro-
imune, incluindo a secregdo de citocinas, protaglandinas e 6xido nitrico®.

As MMP sao enzimas da familia de proteases dependentes de zinco, normal-
mente encontradas em sua forma inativa®. Estudos mostram que a atividade das
MMPs pode ser aumentada pela presenca de citocinas proé-inflamatérias e pelas
EROs e ERNs®*%®. Como a regulacéo e ativacdo da expressdo das MMP s&o comple-
xas e bem controladas a perda dessa homeostase leva a degradagao da lamina basal
e das jungdes apertadas da BHE®’. Dessa forma se permite que circulem substancias
neurotdxicas assim como mediadores inflamatorios para o parénquima cerebral, le-
vando a ativacdo microglial e astrocitaria. Este estado inflamatério cerebral além de
mantenedor da alteragao da BHE leva a um déficit da composi¢ao de neurotransmis-
sores e ocasiona a degeneragao neuronal®®°.

EROs derivadas de microglias, tais como O, ndo conseguem atravessar efici-
entemente as membranas celulares e, portanto, pouco provavel que tenham acesso
aos neurdnios e desencadear em eventos toxicos intraneurais '°°. No entanto, O, po-
de reagir rapidamente com NO™ no espaco extracelular para formar ONOO', que pode
facilmente atravessar as membranas celulares e causar danos intracelulares''. O
NO™ é produzido em muitos tecidos, incluindo neurdnios, astrdcitos, microglia e, e po-
de ser secretada pelas células gliais na ativacdo com citocinas pré-inflamatérias'®. O
NO™ sozinho tem uma capacidade relativamente baixa de neurotoxidade. No entanto,

em conjunto com o Oz, que de forma aditiva contribuem para a destruigdo neuronal.
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ERNSs tém sido associadas com o rompimento da cadeia mitocondrial de transporte de
elétrons, peroxidacao lipidica, danos ao DNA, e a nitracéo de proteinas'®.

Assim uma indicagcdo da neuroinflamacédo é a ativagdo da microglia. Este
fendmeno pode ter uma agao pré ou anti-neurogénica a depender do resultado global
do equilibrio das agdes pré e anti-inflamatérias das moléculas secretadas'®. E am-
plamente aceito que a ativagdo aguda da microglia, juntamente com citocinas pro-
inflamatorias secretadas como IL-6, TNF- a e IL-1B tém a capacidade de suprimir a
neurogénese in vitro'%'%”. O processo neurogénico inclui uma série de passos desde
a proliferacao, a migragao, a sobrevivéncia, e finalmente integracao dos neurénios
recém-formados no circuito do SNC'%,

O hipocampo tem alta densidade dos receptores de IL-13, embora a IL-1B seja
necessaria para a aprendizagem normal e processos de memoria, niveis mais altos
também podem produzir diminuigdo da funcdo'®®'"°. Adicionalmente, a prevaléncia
relativa de receptor TNF- a sobre o endotélio do hipocampo pode explicar a vulnerabi-
lidade a sinalizacdo de citocinas''". O trauma cirtirgico em modelos animais esta as-
sociado com a ativagao microglial persistente que sdo capazes de manter niveis ele-
vados de IL-1B, e de outras citocinas proé-inflamatérias, como TNF- a. Estas altera-
¢bes estdo correlacionadas com disfungdo cognitiva visto em modelos animais em
testes de memdria e aprendizado®*''>""3, Pacientes também apresentam uma res-
posta neuroinflamatéria como consequéncia a uma cirurgia periférica, com uma inicial
liberagdo de citocinas pré-inflamatérias, bem como a liberagcdo de espécies
reativas®®'"'"®. Terrando e colaboradores’ mostraram que através de tratamento
com anticorpo anti-TNF-a foi efetivo em diminuir a cascata de citocinas no hipocampo
assim como o declinio cognitivo apods fratura de tibia em modelo murino.

Assim um aumento persistente de estresse oxidativo, proveniente de vias como
as reguladas por citocinas pré-inflamatérias, resultam na redu¢ao da neurogénese no
hipocampo e da sobrevida dos mesmos. Bem como alteragdes na arborizagéo dendri-
tica destes neurénios e reducao das fungdes do hipocampo como aprendizado € me-

méria’ 6.

1.1.2.4 Memoria e aprendizado

Diversas linhas de evidéncia indicam que a neurogénese desempenha um pa-

pel importante na aprendizagem, memodria e plasticidade neural'’'"®. Meméria ¢ a
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aquisicao, a formagao, a conservacao e a evocagao de uma informagao. A aquisicao
é também chamada de aprendizagem: s6 se grava aquilo que foi aprendido. A evo-
cacao é também chamada de recordagao, lembranca, recuperacdo. S6 lembra-se
aquilo que se gravou, aquilo que foi aprendido’'®.

A aquisicao diz respeito ao momento em que a informagao chega até o SNC e
se da por meio das estruturas sensoriais, as quais transportam a informacéao recebida
até o cérebro. O estimulo atinge os 6rgaos receptores, o qual, através dos nervos
sensitivos, chega ao sistema nervoso central '?°. A consolidagao refere-se ao momen-
to de armazenar a informagao. Esse armazenamento acontece de duas maneiras dis-
tintas: através de alteragdes bioquimicas ou através de fenbmenos eletrofisiolégicos.
Nos fendmenos eletrofisioldgicos, ao tentar-se memorizar uma situagcéo nova, deter-
minados conjuntos de neurdnios continuam disparando durante alguns segundos, re-
tendo temporariamente a informagcao somente durante o tempo em que a mesma é
necessaria, extinguindo-a logo em seguida. Esse tipo de fendmeno tem duragao ex-
tremamente efémera e ndo forma tracos bioquimicos. E isso o que ocorre na memdria
sensorial e na memoéria de trabalho ou meméria operacional’?’.

Os fenbmenos bioquimicos, também chamados de tragcos de memodria, incluem
dois tipos de alteragdes: as estruturais ou morfolégicas e as funcionais, que ocorrem,
ambas, nos circuitos neurais. As alteragdes estruturais compreendem a formacéao de
novas espinhas dendriticas, as quais permitem que um determinado neurdnio receba
mais aferéncias de outros neurénios, ou entdo a formacao de novos prolongamentos
axonais, os quais permitem que um dado neurdnio transmita mais sinais para os neu-
rénios com os quais ele se conecta. Podem ocorrer ainda alteragbes morfolégicas que
criam novos circuitos que anteriormente nao existiam. Finalmente, no caso das altera-
¢des funcionais, sdo formados novos canais ibnicos ou novas proteinas sinalizadoras,
que otimizam a transmissao sinaptica'?.

Existem algumas formas de memoria, como memoéria sensorial a qual nos
permite reter as informagdes que chegam até nés através dos sentidos, podendo ser
estimulos visuais, auditivos, gustativos, olfativos, tateis ou proprioceptivos. Caracteri-
za-se por ter curtissima duracéo, caso o estimulo ndo seja recuperado’?>.

Existe um tipo de memodria que serve para armazenar informagoes e sobretu-
do, para contextualizar o individuo e para gerenciar as informagdes que estado transi-

tando pelo SNC, denominada de memoria de trabalho. A duracdo da memoaria de tra-
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balho é ultrarrapida porque ela permite armazenar uma informacao apenas enquanto
esta se fazendo uso dessa mesma informagao'.

A memoria também pode ser denominada de curta duragdo, que resiste pou-

cas horas. E outra que persiste o suficiente para que se possa formar a memoéria de
longa duracdo também chamada meméria remota durando dias, anos ou décadas''.
A memoria de longa duragdo pode ser didaticamente dividida em duas categorias
principais: memoria declarativa ou memoria explicita, que corresponde as memorias
que estdo prontamente acessiveis a consciéncia e que podem ser evocadas através
de palavras; memoria ndo declarativa ou memdéria implicita, que correspondem as
memorias que estdo em nivel subconsciente, ndo podendo ser evocadas por pala-
vras, mas sim por acdes '?*. No grupo das memoria ndo declarativa inclui os condici-
onamentos, as memorias motoras e o priming (tipo de meméria induzida por pistas ou
dicas) '%.
Muitas partes do SNC participam na aquisicdo das memorias. A memoria de
trabalho depende da atividade elétrica de neurbénios do cortex pré-frontal, localizado
na frente da area motora, e nao persiste além disso. Quando cessa a ativagao dos
neurénios pré-frontais, a memoaria de trabalho também cessa'?®®. A memoria de curta
duracao é um processo mnemoénico desenvolvido no hipocampo e no cortex entorri-
nal, utilizando mecanismos em boa parte proprios e independentes das memoarias de
longa duracdo que ao mesmo tempo estdo sendo geradas'?®®. A memdria de longa
duracdo é consolidada no hipocampo'?°.

O hipocampo € uma regiao filogeneticamente antiga do cortex temporal. Tem
varias fungoes, a principal é formar e evocar memoérias e também induzir o resto do
cortex cerebral, a comecar pelo cértex mais proximo a ele, a fazer o mesmo. O cortex
entorrinal € uma das regides corticais que rodeiam o hipocampo. Tem sido visto como
um nucleo de rede de memoria cortical porque possui conexdes reciprocas com o
hipocampo'?"128

Neuroplasticidade € a capacidade do cérebro ou de estruturas cerebrais para
se adaptar em resposta a estimulos intrinsecos ou extrinsecos, tais como mudancas
no meio ambiente, desenvolvimento ou lesdes e consiste no principio de uma intera-
¢ao reciproca entre a estrutura neural e fungdo.'®® A plasticidade neural pode ocorrer
em varios niveis funcionais e estruturais de alteragdes na excitabilidade da membra-
na, a plasticidade sinaptica, a mudangas na estrutura dendritica e axonal'®®. Meca-

nismos de neuroplasticidade no hipocampo subjacentes as fungdes cognitivas sao
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também sujeitos ao processo de envelhecimento. Sugere-se que os mecanismos de
neuroplasticidade s&o particularmente vulneraveis durante o envelhecimento'®.

Logo inflamacéao periférica ou a sua resposta através da formacao de radicais
livres podem afetar profundamente a fungdo do SNC incluindo a memoaria e aprendi-

Zado34,112,131

. Considerando o dano oxidativo gerado pelas fraturas e a sua possivel
resposta sobre o SNC, considerou-se a hipétese da ocorréncia deste em nivel cere-

bral e sua contribuicdo na DCPO a partir de modelo experimental de fratura.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o envolvimento do estresse oxidativo cerebral no desenvolvimento da

DCPO em ratos idosos submetidos a um modelo experimental de fratura da tibia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Analisar o dano oxidativo em lipidios e proteinas no hipocampo e cértex
pré-frontal de ratos idosos em 24 horas e 7 dias apds serem submeti-
dos ao procedimento cirurgico de fratura de tibia;

* Determinar os niveis das enzimas superéxido dismutase e catalase no
hipocampo e cortex pré-frontal de ratos idosos em 24 horas e 7 dias
apo6s serem submetidos ao procedimento cirurgico de fratura de tibia;

* Analisar o comportamento de memodria e aprendizado de ratos idosos
em 7 dias apos serem submetidos ao procedimento cirurgico de fratura
de tibia.
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3. METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Este estudo tem carater pré-clinico.

3.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Os reagentes utilizados para as analises bioquimicas foram: acido tiobarbituri-
co, dinitrofenilhidrazina, epinefrina, catalase de figado bovino, hidroperoxido de tert-
butila, albumina bovina, glutationa (Sigma, St. Louis, MO), acido tricloroacético, pero-
xido de hidrogénio, glicina, (Labsynth, Sdo Paulo, Brazil). No que se refere aos equi-
pamentos, as analises de dano em lipidios, proteinas, SOD e CAT foi utilizado o Es-
pectrofotdmetro (U2010, Hitachi) (Laboratorio de Neurobiologia de Processos Inflama-
térios e Metabdlicos- UNISUL).

3.3 ANIMAIS

Foram utilizados um total de 40 ratos machos da linhagem Wistar de 8 meses
de idade (360—465 g) em que segundo Andersen'® sdo considerados idosos, forneci-
dos pelo Biotério da Universidade do Extremo Sul de Santa Catarina (UNESC). Todos
os animais foram mantidos em ciclos de claro-escuro de 12 horas a uma temperatu-
ra de 24+1°C e livre acesso a agua e alimento no Biotério da Universidade do Sul de
Santa Catarina (UNISUL).

3.4 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Os animais foram divididos em dois grupos de forma aleatdria, tendo ao final da
divisdo dois grupos com 18 animais grupo sham e 22 animais no grupo fratura. Am-
bos grupos sham foi subdivididos em dois subgrupos, um para as analises bioquimi-
cas em 24 horas e o outro grupo para analise bioquimicas e testes comportamentais
em 7 dias conforme figura 2. Os animais foram submetidos a eutanasia assistida por

overdose de tiopental apds 24 horas e 7 dias tempo esse que segundo Lu et al'®
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mostraram um aumento da reposta inflamatéria no hipocampo. O hipocampo e cortex

pré-frontal foram dissecados para avaliacdo dos parametros bioquimicos'*,

]

n =40

n = 18 grupo n = 22 grupo
sham fratura

] ) ) \
n = 6 andlise n =12 analise n = 8 analise n = 14 analise

S C . bioquimica e oS . bioquimica e
blqu|r2n£|1cr:]a apoq comportamental bloqwr;!‘r(;]a apog comportamental

apos 7 dias apos 7 dias

Figura 2 — Delineamento do estudo
3.5 ENSAIOS/TESTES/TECNICAS
3.5.1 Modelo de fratura de tibia

A fratura da tibia foi realizada como descrito anteriormente por Harry et al'*®.
Os animais foram anestesiados com cetamina (80mg/kg) e xilazina (10mg/kg) i.p € o
membro traseiro esquerdo preparado para cirurgia. A analgesia (dipirona, 1 mg / kg)
foi administrada por via subcutdnea. Uma incisédo longitudinal foi feita a partir do joe-
Iho até o tergo médio da tibia. O tecido subcutaneo dissecado e musculos isolados até
o tendao patelar e do periésteo tibial. Um orificio de 0,5 mm na tibia proximal foi perfu-
rado com uma agulha de calibre 40x12mm logo abaixo e medial ao tendao patelar
para inser¢cao no canal intramedular. Uma haste de ago inoxidavel de 1 mm foi entao
inserida no canal até o terco distal da tibial. Subsequentemente, a fibula e os muscu-
los que rodeiam a tibia foram isolados, o peridsteo desinserido ao longo de uma dis-
tancia de 10 mm de modo circunferencial, e a osteotomia foi realizada com uma te-
soura na juncao do terco médio e distal da tibia. Depois de produzir a fratura, a pele

foi suturada com nylon 4/0 (figura 3) e a reposi¢ao de fluido foi feita através da admi-
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nistragao de 0,5 ml de solucdo salina normal injetada subcutaneamente. O grupo con-

trole (sham) foi realizado apenas a inciséo na tibia sem a fratura da tibia. Os animais

foram divididos em dois grupos sham e fratura de tibia (FT).

1. Assepsia 2. Incisao mediana 3. Perfuragao com 4. Inserido fio Kirschner
campo esteril joelho até 1/3 tibia agulha no canal medular no canal medular

M

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

Figura 3. Etapas do modelo experimental de fratura na tibia.

3.5.2 Dano oxidativo em lipidios e proteinas

O dano em lipidios, foi avaliado pela técnica das substancias reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS). Brevemente as amostras foram precipitadas com acido triclo-
roacetico a 10%, logo € adicionado acido tiobarbiturico a 0,67%. Leitura em ab-
sorbancia de 535 nm usando 1,1,3,3-tetrametoxipropano como padréo externo. Os
resultados foram expressos em equivalentes de malondialdeido (MDA) (nmol/mg de

136

proteina) . O dano oxidativo em proteinas foi avaliado pela formag¢ao de grupamen-

tos carbonilas. Inicialmente as proteinas s&o precipitadas com adigao de acido triclo-
roacetico a 20%, sendo dissolvidas em dinitrofenilhidrazina. A absorbancia ¢é lida a

370 nandémetros, sendo os resultados expressos em nmol/mg de proteina’®’'%.
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3.5.3 Atividade das enzimas antioxidantes

A atividade da SOD foi medida com base em sua capacidade de inibir espon-
taneamente a oxidagao da adrenalina em adrenocromo. A SOD presente na amostra
compete pelo radical O," diminuindo a oxidagao da adrenalina. Dessa forma a veloci-
dade de formacado do adrenocromo em um meio de reagcdo contendo glicina-NaOH
(50 mM em pH 10,2) e adrenalina (60 mM), indica a atividade da SOD, a variagao de
absorbancia € medida em 480nm. Uma unidade de SOD produz aproximadamente
50% de auto-oxidagéo de adrenalina. Os resultados foram expressos como U/mg de
proteina’®.

A atividade da catalase é diretamente proporcional a taxa de decomposi¢ao
do H,O, A reacao utiliza o método que emprega perdxido de hidrogénio (H.O3) que
deve ser convertido pela CAT em H,0 e O,. O tecido cerebral foi homogeneizado em
tampao de fosfato 50 mmol/ L (pH 7,0), e a suspenséo resultante foi centrifugada a
3000rpm durante 10 min. Uma aliquota de 100 yl da amostra (20 ul) foi adicionada a
1000 ul da mistura de substrato. A mistura de substrato continha 0,3 ml de perdxido
de hidrogénio em 50 ml de tampao ao fosfato 0,05 M (pH 7,0). Absorbancias foram
registradas em 240 nm nos tempos 0, 30 e 60 segundos apds o inicio da reagao. Uma
curva padrao foi estabelecida utilizando catalase purificada (Sigma, MO) em condi-

¢oes idénticas. Os resultados foram expressos em U/mg de proteina’.

3.5.4 Quantificagao de proteinas

A quantificacado de proteinas foi realizada de acordo com o método descrito por
Lowry, Rosenbruogh e Randal (1951) baseado na reacao de Folin- Ciocalteu, sendo

usada para normalizacéo dos resultados das dosagens bioquimicas''.

3.5.5 Testes comportamentais

Os testes comportamentais iniciaram 7 dias apds a cirurgia, onde os animais
foram testados de forma individual. Antes do inicio das sessdes os animais foram am-
bientalizados a sala de testes por no minimo 30 min. Todas as sessdes foram regis-
tradas por camera de video com resolugao 1280x720, sendo que os videos obtidos

foram analisados posteriormente.
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3.5.5.1 Avaliagado da memodria de habituagdo ao campo aberto

O teste de memodria de habituagdo ao campo aberto ou open field test, tem
por finalidade avaliar a memoria do tipo ndo associativa durante a sessao teste. Para
isso utiliza-se o aparato de Campo Aberto (Open-Field), de 40 x 60 cm delimitado por
4 paredes com 50 cm de altura, sendo trés de madeira e uma de vidro transparente.
O piso do aparato de campo aberto é dividido em 12 quadrados iguais marcados por
linhas pretas. Na sessao de treino, os animais foram cuidadosamente colocados no
quadrado do canto posterior esquerdo do aparelho, a partir do qual explorou
livremente o ambiente por 5 minutos. Imediatamente apds, os animais voltaram para a
caixa moradia. A sessao de teste foi realizada 24 horas apds o treino, na qual se
repete o0 mesmo procedimento. Os numeros de cruzamentos através das linhas pretas
“crossings” e o numero de “rearings” que é o ato de levantar-se nas patas traseiras,

foram avaliados em ambas sessdes'*2.
3.5.5.2 Avaliagao da memodria de reconhecimento de objetos

A avaliagédo da memoria de reconhecimento de objetos de curta duragao pro-
cedeu conforme a descricdo de Vianna e colaboradores™?®. No primeiro dia foi
realizado o treino, onde o animal foi colocado cuidadosamente no quadrado do canto
posterior esquerdo do aparelho, o qual explorou o0 ambiente por 5 min sem presencga
de algum objeto. O primeiro dia € chamado de habituagdo do animal ao aparato. No
segundo dia, 24h apds, cada animal foi recolocado no aparelho, no qual estava dois
objetos iguais, objeto A e objeto B (forma, tamanho e cor) que foram posicionados em
dois cantos adjacentes a 10 cm da parede, foi contado entdo o tempo que o animal
explorou cada objeto (A e B). No mesmo dia, 1h30min apds, a memoria de curta
duracédo foi avaliada, quando o animal pode explorar novamente o ambiente na
presenca do primeiro objeto familiar (objeto A) e de um novo objeto (objeto C). Foi
cronometrado novamente o tempo total que o animal gastou explorando cada objeto.
No dia posterior, 24h apés, um novo objeto (objeto D) foi colocado junto com objeto A,
sendo entdo avaliado a memoria de longa duragdo. Todos os objetos apresentaram
textura lisa e pesos semelhantes (150-200g), apenas as formas geométricas foram
diferentes. Neste teste comportamental foi utilizado o indice de reconhecimento para

calcular o tempo gasto por cada animal para explorar os objetos, expressado-o como
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uma razao (TB/(TA+TB) onde TA foi o tempo gasto para explorar o objeto familiar; e

TB o tempo gasto para explorar o novo objeto'*.

3.6 PROCESSAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Para as analises bioquimicas os dados foram expressos em média e desvio
padrao e as diferencas entre os grupos experimentais determinadas pelo teste t de
Student para amostras independentes. Para a analise comportamental foram expres-
sos como mediana e intervalo interquartil, as comparacgdes entre os grupos foram rea-
lizadas usando teste Mann Whitney e as comparag¢des individuais pelo teste Wilco-
xon. Valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos em todas
as analises. As analises foram executadas utilizando o programa SPSS® versao

20.0. Os graficos apresentados foram construidos no Graphpad Prism® versao 6.

3.7 ASPECTOS ETICOS

A utilizacdo dos animais seguiu o protocolo experimental aprovado pelo Comité
de Etica em Uso de Animais da UNISUL sob registro: 16.013.5.05.IV conforme anexo
A e 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-
2013,
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4. RESULTADOS

4.1 A FRATURA NA TiBIA GEROU DANO OXIDATIVO CEREBRAL EM LIPIDEOS E
PROTEINAS

O grafico 1 apresenta o dano oxidativo em lipidios, observou-se um aumento
significativo dos equivalentes de MDA no grupo fratura de tibia (FT) no hipocampo na
analise apos 7 dias. Na avaliagdao da carbonilagao proteica (grafico 2), constatou-se
um aumento do dano oxidativo significativo no hipocampo no grupo FT tanto em 24h

quanto em 7 dias, e um aumento significativo no cortex pré-frontal na analise de 24

horas.

0.0015-
3 sham

M FT

0.0010+ T

0.0005+ T T

MDA equivalente
(nmol/mg proteina)

0.0000

pre-frontal hipocampo pre-frontal hipocampo

24 horas 7 dias
Grafico 1. Equivalentes de malondialdeido (MDA) no cortex pré-
frontal e no hipocampo em 24 horas e 7 dias apds cirurgia no grupo
sham e no grupo fratura da tibia (FT). Dados expressos como média
t*desvio padrao. * p < 0,05 em relagdo ao grupo sham
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Grafico 2. Proteina carbonilada no cértex pré-frontal e no hipocampo
em 24 horas e 7 dias apoés cirurgia no grupo sham e no grupo fratura
da tibia (FT). Dados expressos como média tdesvio padrédo. * p <
0,05 em relagao ao grupo sham

4.2 A FRATURA NA TiBIA DIMINUIU A ATIVIDADE DAS ENZIMAS ANTIOXIDAN-
TES CEREBRAL

A SOD apresentou uma diminuig¢ao significativa da sua atividade, apds 24h, no
cortex pré-frontal e hipocampo. Entretanto apds 7 dias, houve um aumento significati-
vo em relagcdo ao grupo sham no hipocampo. A CAT também apresentou diminuigao
significativa de sua atividade, 24h ap6s o procedimento, tanto no cortex pré-frontal
quanto no hipocampo. Sua atividade manteve-se diminuida 7 dias apdés porém so-

mente no hipocampo.
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Grafico 3. Atividade da superéxido dismutase (SOD) no cértex pré-
frontal e no hipocampo em 24 horas e 7 dias apds cirurgia no grupo
sham e no grupo fratura da tibia (FT). Dados expressos como mé-
dia tdesvio padrado. * p < 0,05 em relagéo ao grupo sham.
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Grafico 4. Atividade da catalase (CAT) no cértex pré-frontal e no
hipocampo em 24 horas e 7 dias apds cirurgia no grupo sham e no
grupo fratura da tibia (FT). Dados expressos como média tdesvio
padrao. * p <0,05 em relagédo ao grupo sham.

4.3 A FRATURA NA TiBIA GEROU UM PREJUIZO NA MEMORIA DE HABITUAGAO
E NA MEMORIA DE LONGO PRAZO

No teste de habituagdo em campo aberto foi observada a resposta exploratéria
do animal através do numero de vezes que se levanta nas patas traseiras rearing e o
numero de cruzamentos crossing entre os quadrantes que o animal realizou , a partir
do momento que é colocado no canto superior esquerdo do aparato. Observou-se
uma diminuicdo do numero de crossings (grafico 5A) em ratos do grupo sham compa-
rando-se a sessao treino e teste o que n&o ocorreu no grupo FT. Em relacdo ao nu-
mero de rearings (grafico 5B), o grupo sham nao apresentou diferenga, no entanto o
grupo FT apresentou um indicativo de prejuizo de memoria de habituagdo com o au-

mento da exploragédo comparando a sessao teste com treino.
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Grafico 5. Numero de crossing(A) e rearings(B) na avalia-
¢ao da memoria de habituagdo em campo aberto. Dados
expressos em mediana e intervalo interquartil. * p<0,05
em relagao ao grupo treino.

No teste de reconhecimento de objetos, na memoaria de curta duragao (Grafico
6A) o grupo sham apresentou uma melhora significativa, assim como o grupo FT nao
denotando um prejuizo na memdria a curto prazo. No teste de reconhecimento de
objetos, que avaliou a memoria de longa duracao (Grafico 6B), foi possivel verificar
uma melhora signitificativa no grupo Sham, o que nao aconteceu no grupo FT compa-

rando treino e teste, denotando um prejuizo na memdria a longo prazo.
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Gréfico 6. Indice de reconhecimento de objetos na meméria
a curto prazo(A) e longo prazo(B). Dados expressos em
mediana e intervalo interquartil. * p<0,05; ** p < 0,01.
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5. DISCUSSAO

A etiologia da DCPO ainda é desconhecida®. Utilizando diferentes modelos pré-
clinicos de cirurgias periféricas tem-se visto que a neuroinflamagao esta presente e
tem sido repetidamente associada a déficits de memaria®*"">""*. A supra-regulacéo
das citocinas pro-inflamatdrias sistémicas, incluindo TNF-a, IL-18, a IL-6, os DAMPs
como a HGMB1, ativam os macréfagos e contribuem para a patologia cerebral global
apos traumatismo periférico asséptico® "%, Associado a isso, estudos tém demons-
trado que os processos de isquemia-reperfusao que ocorrem apdés uma fratura estao
associados ao desenvolvimento do estresse oxidativo''4°.

Todos os componentes celulares sao suscetiveis a agcdo das EROs; porém, a
membrana € um dos mais atingidos em decorréncia da peroxidagao lipidica, que acar-
reta em alteracdes na sua estrutura e permeabilidade’. Conseqiientemente, ha per-
da da seletividade na troca i6nica e liberagdo do conteudo de organelas, como as en-
zimas hidroliticas dos lisossomas; e formagao de produtos citotoxicos, culminando na
morte celular *'.

Observou-se neste estudo um nivel elevado dos equivalentes de MDA no hipo-

campo no sétimo dia pés-operatorio. Wang e colaboradores'?

em um modelo expe-
rimental de nefrectomia com injecao de lipopolisacaridio observaram um aumento dos
niveis de MDA no terceiro dia pds operatorio no hipocampo.

Em outro estudo experimental, em que se avaliou a concentragao plasmatica
de MDA em ratos submetidos a fratura de fibula, houve um pico plasmatico mensura-
do no quinto dia apds a fratura. Entretanto a concentracdo manteve-se alta até o tri-
gésimo dia. O autor sugere que grandes quantidades de EROs sao formadas no pro-
cesso de cicatrizacdo da fratura e que estes continuam ter efeito durante o primeiro
més apds a fratura’.

Gokturk e colaboradores'®* avaliaram o status oxidante durante a cicatrizagdo
o0ssea em ratos, utilizando os niveis de MDA em espécimes 6sseos como indicador de
estresse oxidativo. Aumentos estatisticamente significativos nos niveis de MDA foram
observados pelos mesmos nos dias 7 e 14 apods fratura da tibia dos ratos. Eles con-
cluiram que o estresse oxidativo pode ocorrer tardiamente apés uma fratura.

Neste estudo a oxidagao proteica foi mensurada pela proteina carbolinada. Es-

ta teve um aumento em ambas estruturas cerebrais, e apos 24 horas e 7 dias, s6 néo
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sendo signficativa no cortex pré-frontal apés 7 dias da cirurgia. Tomak e colaborado-
res'®® em um estudo experimental avaliando a cicatrizacdo 6ssea, observaram niveis
elevados de equivalentes de MDA e de proteina carbonilada em ratos com fratura de
femur. Dkhar e Sharma'®® mostraram que os niveis de proteina carbonilada est&o ele-
vados no tecido cerebral com o envelhecimento e este aumento depende da produ-
¢ao e acumulo de EROs.

De fato, o envelhecimento esta associado com niveis aumentados de radicais
livres e danos associados com o estresse oxidativo no cérebro de mamiferos, incluin-
do a peroxidacéo lipidica, oxidagdo de proteinas e acidos nucleicos *"7'%2. A razao
para este aumento relacionado com a idade no estresse oxidativo nos cérebros de
mamiferos idosos ainda nao é clara, embora as preparag¢des de mitocéndrias dos cé-
rebros de roedores idosos exibam um aumento significativo dependente da idade na
producdo de superoxido e peréxido de hidrogénio'®?'®3. Varios estudos relataram di-
minuigdes associadas a idade na atividade de superéxido dismutase e atividade de
catalase em cérebro de ratos'®'%4.

Na avaliagao do sistema antioxidante, encontrou-se uma significativa reducao
da atividade da SOD e da CAT, 24 horas apos o procedimento. A CAT persitiu o de-
caimento no sétimo dia, ja a atividade da SOD foi restabelecida com valores superio-
res ao grupo controle.

An e colaboradores'®® dosaram a atividade da SOD no hipocampo em um mo-
delo experimental de esplenectomia. A atividade foi diminuida de forma significativa
no primeiro e terceiro dia. No sétimo dia teve um aumento entretando em niveis me-
nores ainda que o controle. Eles administraram em um grupo o acetominofeno e cons-
tataram que o mesmo preveniu a diminuicdo da atividade da SOD bem como atenuou
a elevacao de MDA.

Karlidag e colaboradores'"® avaliaram, em pacientes submetidos a cirurgia car-
diaca, marcadores do estresse oxidativo na presenga ou nédo do delirio pos-
operatorio. Concluiram que pacientes com niveis baixos de CAT no pré-operatorios
pareciam ser mais suscetiveis ao delirio do que pacientes com maiores niveis de
CAT.

Le e colaboradores'®® realizaram hepatectomia parcial em ratos adultos jovens
e ratos idosos para avaliar se o DCPO em animais envolve outras areas do cérebro
além do hipocampo e como a idade influéncia a DCPO de animais jovens adultos e

idosos. Concluiram que DCPO induzida pela hepatectomia parcial envolve principal-



34

mente comprometimento do hipocampo. Ademais a perda diferencial das espinhas
dendriticas neuronais e neuroinflamagao no hipocampo sdo 0s mais provaveis meca-
nismo para a formagao de DCPO em ratos idosos.

Adicionalmente, Berr e colaboradores'®” em um estudo de coorte determinaram
se o estresse oxidativo esta associado ao declinio cognitivo. Os individuos com os
niveis mais altos de TBARS mostram um risco aumentado de declinio cognitivo odds
ratio ajustado 2,25. Sugeriram que niveis aumentados de estresse oxidativo e ou defi-
ciéncias de antioxidantes podem constituir fatores de risco para o declinio cognitivo.

Em relagdo aos testes comportamentais, observou-se que no teste do campo
aberto os ratos do grupo sham tiveram reducéo significativa do niumero de crossings
denotando um reconhecimento pelo local, o que nao ocorreu no grupo fratura. Ja no
namero de rearings percebeu-se um aumento significativo no grupo fratura denotando
um aumento da atividade exploratoria na sessao teste.

No teste de reconhecimento de objetos observou-se um prejuizo na memoria
de longa duracao nos ratos submetidos a fratura. Para o teste de reconhecimento de
objetos algumas areas cerebrais como hipocampo, coértex temporal, cértex pré-frontal,
estao envolvidas no processamento de memdrias de curta e longa duragao, declarati-
va e nao-associativa. Acredita-se que a formacao de memoarias e o aprendizado en-
volvam alteragcbes na atividade neural, através de eventos plasticos que modificam a
comunicacao entre os neurbnios. Estes eventos plasticos podem incluir alteragbes na
estrutura, na distribuicdo no numero de sinapses e também resultar em alteragcbes
morfologicas %87

Bi e colaboradores'’® encontraram que a memodria e a aprendizagem diminui-
ram por um curto periodo em ratos apos a esplenectomia. A cognicao foi comprometi-
da no 1°, 3° e 5° dias apds a esplenectomia, e a recuperacao foi observada até o 7°
dia. Estes resultados sugerem que a cognig¢ao foi reduzida transitoriamente apds a
esplenectomia.

Revisdes de DCPO apds cirurgia nao cardiaca revelam que os dois dominios
cognitivos mais comumente avaliados foram aprendizagem e memoria; atengao e
concentragdo. Nos pacientes submetidos a cirurgia ndo cardiaca 70% dos estudos
incluiram um teste de memoaria e aprendizagem. Do mesmo modo 57% dos estudos,
incluindo pacientes submetidos a cirurgia ndo cardiaca, incluiram um teste de atengao
e concentracdo. Cerca de um tergo dos estudos incluiu testes de habilidades verbais

e linguisticas e testes de habilidades visuais e espaciais. Poucos estudos incluiram
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testes de raciocinio numérico (6% para ambos os tipos de individuos) ou fungao exe-
cutiva (6% para cirurgias ndo cardiacas)'’".

Embora uma variedade de métodos de pontuagao para a detecgdao de DCPO

tenham sido utilizados, os investigadores geralmente concordam que os métodos de
pontuacdo devem considerar o desempenho basal, os efeitos na pratica e a mudanca
em mais de um teste neuropsicolégico. As avaliagdes da linha de base permitem de-
terminar se uma mudanca real no funcionamento cognitivo ocorreu apés o evento ci-
rargico'?77°,
Ramlawi e colaboradores'’® avaliaram o estresse oxidativo quantificando os ni-
veis de peroxido plasmatico em pacientes sumetidos a cirurgia cardiaca. Os pacientes
foram submetidos em testes neurocognitivos antes e apds os procedimentos. Os pa-
ciente com declinio cognitivo apresentaram niveis mais elevados de peroxido no quar-
to dia pos-operatorio comparado com os pacientes sem declinio cognitivo. Entretanto
6 horas apos o procedimento nao teve diferengas significativas entre os grupos.

Forster e colaboradores'”” também sugeriram de que o prejuizo associado a
idade das fungdes cognitiva e motora € devida a danos moleculares oxidativos e tes-
taram em ratos. Constataram que o declinio nos ratos idosos na aprendizagem e
memoria exibidos quando testados com o teste de labirinto espacial de natagao tem
sido correlacionado com um aumento no teor de carbonilagéo proteica no cortex ce-
rebral.

Dados de estudos experimentais em animais mostraram fatores envolvidos no
declinio cognitivo. Sdo eles: um aumento persistente no estresse oxidativo; uma redu-
¢ao acentuada na produgao de neurbnios recém-formados no hipocampo, devido a
proliferacdo reduzida de células progenitoras; alteragdes na arborizagcado e densidade
dendritica em neurdnios recém-formado e existentes no hipocampo; reducao das fun-
¢des dependentes do hipocampo de aprendizagem e memoria em camundongos ido-
sos, camundongos deficientes em SOD e camundongos expostos a radiagao de baixa
dOSG178_184.

Diante deste estudo encontramos que o estresse oxidativo esta envolvido no
declinio cognitivo de ratos submetido a um modelo experimental de fratura. Podendo,
assim, ser uma provavel via paralela a cascata inflamatéria no surgimento da DCPO.
Estudos futuros poderao melhor determinar os mecanismos celulares e moleculares

subjacentes ao estresse oxidativo na génese da disfungao cognitiva.
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6. CONCLUSAO

Concluiu-se que em ratos idosos submetidos em modelo experimental de fratu-
ra na tibia ocorreu:
* a peroxidagao lipidica e oxidagao proteica através da elevacdo MDA e prote-
inas carboniladas no cértex pré-frontal e hipocampo;
* uma diminuicao da atividade antioxidante da SOD e CAT no cortex pré-
frontal e hipocampo;

* prejuizo na memoria de habituagao e reconhecimento de objetos .
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pesquisa intitulada “Avaliagdo de parametros neuroinflamatérios, neuroquimicos e
comportamentais em ratos submetidos a cirurgia de fratura de tibia”, registrada com o
no16.0135.05 |/ sob a responsabilidade de Fabricia Cardoso Petronilho - que envolve a
manutencgao ou utilizagdo de modelos animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
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