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RESUMO

A sepse ¢ caracterizada pela producdo excessiva de mediadores inflamatodrios, que ao afetar o
sistema nervoso central (SNC), gera danos cerebrais € comprometimento cognitivo ao longo
prazo em pacientes sobreviventes. Algumas evidéncias em modelos animais de isquemia
sugerem que a ativacao de receptores alfa-2 adrenérgicos possa exercer papel protetor na lesao
neuronal, clinicamente um agonista seletivo destes receptores (a dexmedetomidina) reduz
disfungao cerebral em pacientes criticamente enfermos. Desta forma o objetivo deste estudo foi
determinar se a ativagdo de receptores a2 adrenérgicos, pela Dexmedetomidina (DEX), pode
proteger animais dos déficits cognitivos induzidos pela sepse. Foi utilizado também um
antagonista dos receptores a2 adrenérgicos, idazoxano (IDA), para observar o possivel bloqueio
deste receptor com a DEX. Para tanto, ratos Wistar machos adultos foram submetidos a sepse
(pelo método CLP) ou somente ao procedimento cirurgico sem sepse (sham operados). Foi
utilizado ratos Wistar, todos com a idade de 60 dias. Para a primeira parte dos experimentos 0s
animais foram divididos em cinco grupos:1) Sham; 2)CLP () ; 3) CLP + DEX; 4) CLP + IDA;
5) CLP + IDA + DEX. Sendo que os tratamentos foram realizados por trés dias consecutivos
apos sepse. Estes grupos foram avaliados ainda em trés tempos, com eutanasia em 24 horas, 10
dias e 30 dias apds tratamentos para contemplar todos os objetivos do estudo. Em 24 horas, 10
dias e 30 dias foi avaliado inflamagao cerebral através dos niveis de citocinas IL-1f3, IL-6 e IL-
10; Expressao do receptor a-2a adrenérgicos, ativagao microglial através de imunohistoquimica
de IBA-1 e expressdo de proteinas relacionadas a apoptose (BAX e Bcl-2) e plasticidade
sinaptica (PSD-95) com a finalidade de gerar um melhor entendimento da relacdo da ativagao
de receptores a-2 adrenérgicos e alteracdes induzidas pela sepse. Nos animais que foram
eutanasiados 10 e 30 dias ap0s sepse, anteriormente foi acompanhado a mortalidade dos animais
e foi avaliado alteragcdes comportamentais através dos testes de habituagdo a campo aberto,
esquiva inibitdria e reconhecimento de novos objetos, para melhor compreender as alteragdes
na memoria. Para a segunda parte dos experimentos, os animais foram tratados a partir do 15°
dia ap6s sepse, durante trés dias consecutivos e foram novamente divididos em cinco grupos,
com eutandsia logo apds o tratamento e comportamento e novamente 30 dias apds sepse. Para

estes animais foi avaliado alteragdes comportamentais, através dos mesmos testes citados



anteriormente, bem como os niveis de citocinas. Pode-se observar que tanto durante o
desenvolvimento da sepse, quanto com o tratamento tardio, que a DEX foi protetora, causando
diminui¢do de citocinas pro-inflamatorias, reducao da ativacdo microglial, promovendo o
balanco de proteinas pro e anti-apoptoticas, modulacio de glutamato e principalmente
preservando a memoria de aprendizado. Ja o IDA, utilizado para antagonizar os efeitos da DEX,
demontrou apresentar antagonismo apenas parcialmente, conseguindo bloquear efeitos da DEX

apenas em algumas tarefas relacionadas a memoria e em alguns parametros avaliados.

Palavras-chave: Sepse. Encefalopatia séptica. Dexmedetomidina. Receptor a2-Adrenérgico



ABSTRACT

Sepsis is characterized by the excessive production of inflammatory mediators, which when
affecting the CNS, generates brain damage and long-term cognitive impairment in surviving
patients. Some evidence in animal models of ischemia suggests that the activation of alpha-2
adrenergic receptors may play a protective role in neuronal injury and clinically a selective
agonist of these receptors (Dexmedetomidine) reduces brain dysfunction in critically ill
patients. Thus, the aim of this study was to determine whether the activation of a2 adrenergic
receptors, by Dexmedetomidine, could protect animals from cognitive deficits induced by
sepsis. It was also used an 02 adrenergic receptor antagonist, Idazoxan (IDA), to observe the
possible blockage of this receptor to Dexmedetomidine. For that, adult male Wistar rats
undergwent sepsis (CLP model) or sham surgery. It was used Wistar rats all at the age of 60
days. The animals were divided into five groups: 1) Sham + Saline; 2) CLP; 3) CLP + DEX; 4)
CLP + IDA; 5) CLP + IDA + DEX. Treatments were carried out for three consecutive days
after sepsis. These groups were also evaluated in three stages, with euthanasia in 24 hours, 10
and 30 days to contemplate all the objectives of the study. In 24 hours, 10 and 30 days brain
inflammation was assessed through the levels of cytokines IL-1B, IL-6 and IL-10; Expression
of 0-2a adrenergic receptor, microglial activation through immunohistochemistry of IBA-1 and
expression of proteins related to apoptosis (BAX and Bcl-2) and synaptic plasticity (PSD-95)
in order to generate a better understanding of the relationship between the activation of a-2
adrenergic receptors and alterations induced by sepsis. In animals that were euthanized 10 and
30 days after sepsis, animal mortality was previously monitored and behavioral changes were
assessed through habituation tests in the open field, inhibitory avoidance and recognition of
new objects, to better understand the changes in memory. For the secong part of experiments,
the animals were treated from the 15" day after sepsis, for three consecutive days, and were
again divided into five groups, with euthanasia 19 and 30 days after sepsis. Behavioral changes
were avaluated for this animals, through the same tests mentioned above, as well as the levels
of cytokines. It was possible to observe that during the development of sepsis, as well as during
the late treatment, that DEX was protective, causing reduction of proinflammatory cytokines,
reduction of microglial activation, promoting the balance between pro and anti apoptotic
proteins, modulation of glutamate and mainly preserving memory and learning. The IDA, used
to antagonize the effects of DEX, showed only partial block, managing to block DEX only in

some parameters.



Keywords: Sepsis. Septic encephalopathy. Dexmedetomidine. a2 adrenergic receptor.
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INTRODUCAO

1.1 DEFINICAO DA SEPSE

A sepse ¢ considerada uma disfuncdo orgénica potencialmente fatal causada por uma
resposta imune desregulada a uma infeccdo. O choque séptico ¢ considerado sepse
acompanhada por profundas anormalidades circulatorias e celulares/metabolicas capazes de
aumentar a mortalidade substancialmente. Os critérios clinicos para sepse sdo: suspeita ou
certeza de infec¢do e um aumento agudo de > 2 pontos no Score de Avaliacdo Sequencial de
faléncia de 6rgdos (SOFA) em resposta a uma infec¢do (representando disfun¢do organica).
Para choque séptico € necessario a presenca de sepse acompanhado da necessidade de
vasopressor para elevar a pressao arterial média acima de 65 mmHg e lactato > 2 mmol/L (18
mg/dL) ap6s reanimagdo volémica adequada (Singer et al., 2016; Shankar-Hari et al., 2016).

A defini¢do exata da sepse, bem como seu diagnostico clinico tem sido debate entre
diversos estudiosos ao longo dos anos. Uma conferéncia realizada em 2016, organizada pela
Society of Critical Care Medicine e pela European Society of Intensive Care teve como objetivo
atualizar a definicdo de sepse e choque séptico. Enfatizaram que a infeccdo na auséncia de
disfuncdo de o6rgdos, hipotensdo e hipoperfusao ¢ clinicamente diferente de sepse ou choque
séptico, ndo necessitando assim de uma abordagem terapéutica tao agressiva (Scott, 2017).

Nao existe um consenso sobre o quadro clinico de pacientes sépticos, € nenhum teste
que demonstre uma sensibilidade e especificidade para detectar tal doenga, j& que ela apresenta
um carater complexo, podendo ser desencadeada a partir de diversos focos e micro-organismos
e podendo acometer grupos heterogéneos de pacientes, apresentando idades diferentes, sinais e
sintomas clinicos variados e diferentes perfis e historicos (Vincent, 2009). A fim de padronizar
a avaliagdo da disfuncdo organica, foi proposto que se utilizasse o escore SOFA, que expressa
em valores numéricos o grau de comprometimento ou anormalidade na fun¢do de o6rgaos
especificos, de acordo com alguns parametros medidos. Este escore foi o proposto (Figura 1),
ja que ¢ o menos complicado, mais amplamente utilizado e apresenta uma melhor predigao
sobre mortalidade em pacientes da UTI. Portanto foi o selecionado como a melhor ferramenta
para definicdo de disfuncdo organica. Neste, os pacientes que apresentassem um aumento de
dois ou mais pontos acima da linha de base seriam classificados como tendo uma disfungao
organica (Singer et al 2016). Escores como SOFA devem ser medidos em todos os pacientes

admitidos na UTI, para auxiliar na determinac¢do do nivel de acuidade e risco de mortalidade,
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auxiliando no diagndstico e com a finalidade de desenvolver um tratamento adequado ao

paciente.
Paciente com suspeita de infecgao
0sOFA22? '\ nag  Aindasuspsita’ Nao Manter sob igiéineia clinca,
{Veja ) " desepse? - Se indicado, reavaliar a
possibilidade de sepse
Sim
¥ Sim
Avaliar sinais de
disfunco de drgdos
SOFA 227 Nio Mariler sob vigiléncia clinica,
{Veia B ) . Se indicado, reavaliar a A Varlaveis do qSOFA
s ol Frequéncia respiratéria
Sim Estado mental
T Presséo arterial sistilica
Sepse i B. Variavels do SOFA
¥ Razdo P20, FiD,
55 reposicao adequada de fluidos: Escala de Corna de Glasgow
et Pressséio Afterial Wédia
1) droga vasopressora necessariapara | MNe® Administrago de drogas
manter PAM > ou = 65 mmHg e vasoprEssOras
2) Lactato acima de 18 mg/dL? Creatinina sérica ou durese
Biimubinas
Sim Contagem de plaguetas
Choque Séptico

Figura 1: Critérios clinicos para diagndstico de sepse e choque séptico. Fonte: Adaptado de Singer et al. 2016.

1.2 EPIDEMIOLOGIA DA SEPSE

Sepse e choque séptico estdo entre os maiores problemas de satde, afetando milhdes de
pessoas em todo o mundo. Segundo Reinhart (2013), a sepse ¢ avaliada como uma das doengas
mais fatais e de acordo com Silva (2011) ¢ considerada uma das principais causas de morte em
UTIs. Sendo que a américa latina apresenta os maiores indices de prevaléncia de infec¢ado e de
taxas de mortalidade (Vincent et al., 2009).

A sepse e choque s3o as causas mais comuns de morte entre pacientes criticamente
enfermos, ocupando cerca de 10% das internagdes em UTIs (Brun-Buisson et al., 2004) e sao
responsaveis pela maior parte dos gastos com cuidados de saidde no mundo todo (Angus et al.,
2001). Através da base de dados do Departamento de Informatica do Sistema Unico de Saude

(DATASUS), Miquelin e Reis (2016) constataram que no Brasil cerca de R$ 400 milhdes foram
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gastos no ano de 2015 com os pacientes sépticos. E um estudo realizado por Torio (2013)
demonstrou que a sepse ¢ a condi¢do mais cara tratada em hospitais e que levou a um gasto de
20,3 bilhdes de dolares, ou 5,2% do gasto total das hospitalizagdes dos Estados Unidos em
2011. Segundo a Agency for Healthcare Research and Quality o custo com pacientes
hospitalizados com esta condigdo aumentou cerca de 11.9% ao ano de 1997 até 2008.

A organizagdo mundial da saude (OMS) (2017) estima que ocorrem até 31 milhdes de
casos por ano, sendo que cerca de 24 mil pessoas morrem de sepse no mundo por dia,
totalizando uma perda de mais de 8 milhdes de vidas por ano (Hall et al., 2011; Adhikari et al.,
2010). A verdadeira incidéncia € presumivelmente muito maior (Angus e Van der Poll, 2013).
No Brasil, segundo o Instituto Latino Americano de Sepse (ILAS), em 2015 a mortalidade em
hospitais privados causados pela sepse era de 34,5% e para hospitais publicos de 57,6%. E
estudos de Moreno (2006) e Kauss (2010) apontaram o Brasil como um dos paises com maiores
indices de sepse e consequentemente apresentando uma das maiores mortalidades de pacientes
sépticos em UTL

Além da alta mortalidade, cerca de 20 a 50% entre pacientes gravemente afetados
(Wood, Angus, 2004), a sepse ocasiona reducao significativa na qualidade de vida dos pacientes
sobreviventes, sendo estes mais suscetiveis a danos permanentes em oOrgaos (Chang et al.,
2010), comprometimento fisico, psicoldgio e cognitivo a longo prazo (Iwashyna et al., 2010).
Sabe-se que pacientes que sobrevivem a sepse permanecem com maior risco de morte,
frequentemente sofrem com transtornos de humor e baixa qualidade de vida (Angus e Van der
Poll, 2013). A sepse pode levar a um distarbio no sistema imune do paciente, o deixando mais
vulneravel a futuras infec¢des, podendo acarretar em aumento do risco de mortalidade, mesmo
anos apos o episddio (Yende, Angus, 2007; Yende et al, 2014).

Devido aos numeros alarmantes de morbimortalidade causados por esta condigao,
houve uma maior conscientizagdo e maior preocupacao com as sequelas desencadeadas através
desta doenga e percebeu-se a necessidade de tratar o quanto antes o paciente e de desenvolver
métodos de diagnosticos precoces para um desenrolar mais efetivo do caso clinico (Angus e
Linde-Zwirble, 2004; Sales Junior, 2006). Através da adocao de sistemas de diagnostico
precoce e tratamento emergencial padronizado, ¢ possivel reduzir os indices de mortalidade
pela sepse (Ferrer et al., 2008; Barochia et al., 2010). Contribuindo para tais feitos, o ILAS,
desenvolveu uma campanha que objetiva criar modelos de condutas relacionadas ao cuidado de
pacientes sépticos € em 2017, s6 no Brasil, 130 centros estavam envolvidos nesta campanha.

Percebe-se que houve um aumento na incidéncia da sepse, mas este fato pode estar atrelado nao
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sO pela populacdo estar mais consciente sobre esta condi¢do, como também com o aumento da
populacdo idosa, juntamente com a presenca mais expressiva de pacientes que apresentam
morbidades associadas, como por exemplo a imunossupressao, doenca pulmonar obstrutiva
cronica, muitos tipos de cancer, uso frequente de antibidticos e aumento da frequéncia de
procedimentos invasivos (Angus et al., 2001; Martin et al., 2003; Rangel-Frausto, 2005;
Walkey et al., 2015).

Um estudo multicéntrico conduzido pelo ILAS, o Sepsis Prevalence Assessment
Database in Emergencies Department (SPREAD), avaliou a prevaléncia e a letalidade por sepse
e choque séptico em UTIs brasileiras. Sendo que 277 UTIs participaram do questionario,
mostrando que, principalmente nas regides Nordeste € Amazonica e em hospitais publicos,
existe uma baixa disponibilidade de alguns itens para tratar a sepse. Este estudo mostrou
também que 1/3 dos leitos de UTI do pais estdo ocupados com pacientes com sepse ¢ choque
séptico. De acordo com Quintano Neira et al. (2018) de 2006 a 2015, a incidéncia anual de
sepse passou de 31,5/100.000 para 47,4/100.000 pessoas, representando uma mortalidade de
50,5%. A mortalidade na regido Sudeste foi de 51.2%, Centro-Oeste: 70%, Nordeste: 58.3, Sul:
57.8% e Norte: 57.4%. Essa letalidade ¢ bem menor em paises desenvolvidos. No Brasil, Sales
Junior et al. (2006) realizou um estudo em UTI’s de todas as regides do Brasil, onde foram
identificados 521 pacientes com sepse ou choque séptico, sendo que a mortalidade geral dos
pacientes sépticos foi de 46,6 % (243 pacientes) e dos pacientes com choque séptico, a

mortalidade foi de 65,3 %.

1.3 FISIOPATOLOGIA DA SEPSE

O comeco do processo fisiopatologico da sepse se da a partir da invasdo de um
hospedeiro, mais frequentemente por bactéria e uma menor extensao por fungos e virus (Steven
et al., 2017), liberando diversos compostos, como lipopolissacarideos (LPS), peptideoglicanos e
exotoxinas, que podem invadir a circulagdo sistémica (Karima et al., 1999). Receptores proteicos
transmembranares, como o 7ol/-like (TLR) irdo reconhecer este agente microbiano a partir de
suas estruturas celulares. Por exemplo, o LPS presente na parede celular de bactérias gram-
negativas pode ser reconhecido pelo TLR4, onde ira ativar uma resposta imune a fim de
combaté-lo (Figura 2), levando a produgdo de citocinas pré-inflamatoérias, como fator de

necrose tumoral-a (TNFa), interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) favorecendo uma
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intensa resposta celular, com liberagdo de mediadores secundarios, quimiotaxia e ativagao de
granulocitos (Braun-Fahrlander et al, 2002; Gehring et al., 2002; Schwartz, Cook, 2005).

Estes receptores podem ser encontrados em células dendriticas, macrofagos,
neutrdfilos e através deste reconhecimento pode levar a indugdo da sintese de citocinas pro e
anti-inflamatorias, promovendo o recrutamento de leucocitos e outros macroéfagos para o local
da infec¢do (Goldman, 2007; Kawai, Akira, 2010; Ferraz et al., 2011). A produgao de citocinas,
a principio, leva ao combate da infec¢do, mas podem ocasionar alguns danos caracteristicos da
sepse. A producao de excessiva de TNF-a, IL-1B e de 6xido nitrico pode acarretar em indugao
de dano microvascular, faléncia cardiovascular, bem como lesdo inicial da barreira
hematoencefalica (BHE). Pode apresentar citotoxidade direta ou indireta aos neuronios devido
a liberacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), promovendo a peroxidagao lipidica, dano
no DNA e inativagdo de proteinas (Delanty, Dichter, 1998; Baumgarten, 2001; Knuefermann,
2002; Krebs, 2005; Ferraz et al., 2011).

Com o objetivo de destruir o agente invasor, a liberagcdo de EROs e de espécies reativas
de nitrogénio (ERN) através de neutrofilos, inicialmente tem um papel de defesa. Porém, se
ocorrer uma ativacdo demasiada de receptores associados a inflamacao, proporcionard uma
resposta inflamatoria sistémica, aumentando ainda mais a liberacdo de mediadores
inflamatorios. Desta maneira gera um desequilibrio entre os mecanismos oxidantes e
antioxidantes do organismo, desenvolvendo o quadro conhecido como estresse oxidativo, que
pode provocar desde danos até morte celular (Salvemini, Cuzzocrea, 2002; Halliwell,
Gutteridge, 2007; Alves-Filho et al., 2008).

Paralelo a isso € notavel a presenca de ativagdo microglial em pacientes com sepse.
Muitos estudos ja tém relatado a ativacdo de microglia tanto em experimentos com animais
como em pacientes (Gordon et al., 2003; Iwashyna et al., 2010; Shah et al., 2015). Eventos
fisiopatologicos da sepse e de outras doengas como isquemia estdo intimamente associados com
o aumento do recrutamento e infiltragdo de leucécitos circulantes, provocam inflamacao local
no cérebro e contribuem para uma maior permeabilidade da BHE e degeneragdo celular
endotelial (Denes et al., 2010). Leucocitos aderentes e infiltrados liberam mediadores
inflamatérios neurotoxicos € EROs e ativam células gliais e portanto, a integridade vascular se
torna ainda mais prejudicial (Anrather et al. 2011). As células endoteliais ficam expostas a
citocinas produzidas localmente e tornam-se reativas, facilitam a ativag¢@o e o recrutamento de
leucocitos que circulam através de regulagdo positiva de moléculas de adesao no lado luminal

de vasos.
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Figura 2: Mecanismos fisiopatologicos da sepse. Apos o reconhecimento do lipopolissacarideo pelo receptor Toll-like
4, uma cascata ¢ ativada levando a produg@o de citocinas e quimicionas pelo fator de transcri¢cdo nuclear NFkB. Fonte:
Adaptado de Cohen J; 2002.

1.4 ENCEFALOPATIA SEPTICA E ATIVACAO MICROGLIAL

A resposta inflamatéria sistémica, caracteristica da sepse, leva a producao de
mediadores pro e anti-inflamatorios, disfuncdo endotelial, estresse oxidativo, faléncia
microvascular, disfun¢do da BHE, afetando o SNC, culminando em morte celular (Ringer et
al., 2011; Sharshar et al., 2005), promovendo sintomas neuroldgicos como a perda de fungdes
cognitivas e lesdes cerebrais (Ziaja, 2012; Dal-Pizzol et al., 2014). Diversos estudos mostram
que sobreviventes de sepse apresentam incapacidade cognitiva a longo prazo, incluindo
alteragdes na memoria, atengdo e concentragdo (Hopkins et al., 2005; Iwashyna et al., 2010;
Shah et al., 2013).

O quadro de Encefalopatia Séptica (ES) ¢ caracterizado por uma disfuncdo cerebral
causado por uma resposta sistémica a uma inflamacao, sendo necessaria a exclusao de uma
infeccdo direta ao cérebro. Ela gera alteracdo de consciéncia, que varia entre levemente

reduzida, falta de resposta e até coma. A presenc¢a desta condi¢do influencia negativamente a
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sobrevivéncia dos pacientes sépticos, ja que a disfuncdo cerebral que ocorre durante a sepse
pode afetar diversos sistemas, uma vez que o cérebro esta envolvido em controlar diversos
orgdos. Causando assim ndo somente dano cerebral, como alteracdo de consciéncia, mas
também pode gerar disfungdes em sistemas neuroenddcrinos e autdnomos (Cotena et al., 2012).
De acordo com Hopkins (2005) cerca de 46 a 70% dos pacientes sépticos no primeiro ano
desenvolvem disfun¢do cognitiva de longo prazo e 25% dos pacientes sdo diagnosticados nos
seis anos seguintes.

Ainda ndo se sabe exatamente quais 0os mecanismos por tras dos danos neuroldgicos
de sobreviventes da sepse, mas uma das hipoteses inclui a neuroinflamagao (Petronilho et al.,
2012; Biff et al., 2013). Michels et al., (2017) apontam que a sepse tem sido associada a eventos
prejudiciais do SNC e sugere que existe uma estreita ligacao entre a sepse e neuroinflamagao e
que durante a evolugao da sepse, supde-se que a microglia possa exercer efeitos neurotdxicos e
de reparacao, dependendo do fenotipo microglial especifico assumido.

Durante uma inflamagdo sistémica, o estresse oxidativo e liberacdo de citocinas
inflamatorias, poderiam levar a ruptura da barreira hematoencefalica e consequentemente
causar danos no SNC, gerando mudangas anatémicas e comportamentais (Comim et al., 2011;
Mina et al., 2014; Schwalm et al., 2014). De acordo com Lamar et al. (2011) e Zhang et al.
(2012), a ES pode ocorrer em até 70% dos pacientes com sepse e caracteriza-se por apresentar
um inicio abrupto no comprometimento cognitivo e por gerar disfun¢do cerebral difusa. Um
estudo de Michels et al. (2014) aponta que o desenvolvimento da disfuncao cognitiva apos a
sepse esta relacionado a produgao de danos oxidativos, inflamagao no hipocampo e ativacao da
micréglia, sendo que Mina et al. (2014), estudaram o papel de 1L-1 na produg¢ado da inflamacao
e estresse oxidativo e sugerem um mecanismo semelhante.

Colaborando com esta hipdtese, outros pesquisadores descrevem que pode ocorrer a
permeabilidade das barreiras cerebrais permitindo assim a entrada de mediadores inflamatorios
e fatores neurotoxicos ao cérebro, ativando a microglia, células imunes do cérebro, que podem
levar a produg¢ao de 6xido nitrico, citocinas e EROs, resultando em morte celular em areas como
o hipocampo e o cortex pré-frontal (Sonneville et al., 2013; Da Fonseca et al., 2014; Sankowski
et al., 2015). Diversos fatores podem contribuir para ativacdo microglial e consequente
comprometimento cognitivo a longo prazo, como por exemplo niveis elevados de citocinas
inflamatorias (TNF-a, IL-1p e IL-6) no liquido cefalorraquidiano (LCR) (Girard et al., 2010;
Van Griensven, 2014), maior expressao da proteina high mobility group box 1 (HMGB1) e

S100B no sangue periférico dos pacientes sépticos (Singh et al., 2015), que levam a



18

consequente ativacdo da via NF-kB por estes peptideos. Estas vias contribuem para o aumento
da produg¢do de mediadores inflamatdrios € compostos neurotdxicos no cérebro (Meneghini et
al., 2013), que interferem nas sinapses, alterando a composi¢ao dos neuronios, prejudicando a
plasticidade e eventualmente causando perda de sinapses. Além disso, TNF-a, IL-1p sdo
associadas ao desenvolvimento de apoptose neuronal (Figura 3) e diminuicdo de Long Term
Potentiation (LTP), um fendmeno relacionado ao fortalecimento da transmissao de sinais entre
neurdnios, um dos mecanismos responsaveis pela aprendizagem e memoria (Wilson et al.,
2002; Lynch et al., 2010). Segundo Dong et al., (2017), a citocina IL-1pB induz ativagdo
microglial, o que causa uma liberagao excessiva de glutamato, fazendo com que haja um
aumento da expressdo do receptor NMDA e sobrecarga de calcio intracelular, ocasionando

estresse de reticulo, contribuindo para o fendmeno de apoptose neuronal.
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Figura 3: Citocina pro-inflamatéria ativa microglia, levando a liberagdo excessiva de glutamato, que através do
receptor NMDA, induz o estresse de reticulo, acarretando em apoptose. Fonte: Adaptado de Dong et al., (2017).

1.5 RECEPTORES a2-ADRENERGICOS

Receptores adrenérgicos, ou adrenoreceptores, sdo receptores ligados a proteina G e
endogenamente sdo ativados por catecolaminas, como adrenalina e noradrenalina. Sao
encontrados em diferentes regioes do sistema nervoso, tanto central como perifericamente, além
de o6rgaos como rim, figado e pancreas (Hayashi et al., 1993). Existem cinco principais subtipos
de receptores adrenérgicos que podem ser diferenciados de acordo com algumas propriedades
farmacologicas: al, a2, B1, B2 e B3 (Zhong e Minneman, 1999). Os al- adrenoreceptores sao
acoplados a proteina Gq, que ativam fosfolipase C, aumentando concentragio cistolica de Ca*?,

os 02- adrenoreceptores sdo acoplados a proteina Gi e inibem a enzima adenilato ciclase,
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diminuindo os niveis de AMPc, diminuindo a liberacdo de neurotransmissores, entre eles
noradrenalina e glutamato (Chen et al., 2013), j4 os B- adrenoreceptores, ativam a via da
proteina Gs, ocasionando aumento da atividade de AMPc (Figura 4) (Limbird, 1988; Berridge,
2009; Callera et al., 2004). Todos eles sao primariamente receptores pos-sindpticos, com
excessao do a2, que pode ser tanto pre como pos-sinaptico. Os receptores pré-sinapticos, sao
auto-receptores que quando estimulados, atenuam a atividade noradrenérgica, através do
mecanismo de feedback negativo (Coull, 1994). J4 os pos-sinapticos, que estdo localizados na

musculatura lisa, quando ativados promovem a vasoconstri¢cao (Hayashi et al., 1993).
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Figura 4: Resposta dos receptores adrenérgicos a ligagdo de adrenalina e noradrenalina. Adaptado de: Gérnemann et
al.,(2008).

A resposta da ligagdo de um agonista a um receptor adrenérgico vai depender do tipo
de receptor, do agonista, dose e tecido (Alquist, 1948), na maioria das vezes ird causar
uma resposta simpatica, de luta ou fuga, frequéncia cardiaca aumentada, pupilas dilatadas,
mobilizacao de energia e o fluxo sanguineo desviado de 6rgaos ndo-essenciais para o musculo
esquelético. Em paradoxo, quando ativados, os receptores a2, que sdo associados a uma
proteina Gi, ocasiona uma diminuicdo de AMPc, que pode ocasionar, por exemplo, em

relaxamento da musculatura lisa, devido a inibi¢do da resposta simpatica. Desta maneira os
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agonistas a2-adrenérgicos apresentam propriedades analgésicas, de sedac¢ao e podem apresentar

efeito anti-hipertensivo (Kamibayashi et al., 2000).

Os receptores a2-adrenérgicos, por atuarem tanto pre como pds-sinapticos, possuem
respostas diferentes dependendo do local de atuacdo, se a ligagdo do agonista ocorrer com
receptores pré-sinapticos do SNC, ocorrerd uma diminui¢do da funcdo simpdtica através da
regulacdo inibitéria da noradrenalina, ocasionando efeitos simpatoliticos. Ja a ligacdo em
receptores pos-sinapticos estd associada a contracdo da musculatura lisa, principalmente a
contracao dos vasos sanguineos (Frohlich, 1980). O que determina este local de ligagao ¢ a dose
utilizada do agonista. Estudos demonstram que, em menores doses, os receptores pré-sinapticos
sdo ativados, levando a diminui¢do de noradrenalina, ja em altas doses, a ligacdo ocorre com
0s receptores pos-sindpticos e ird aumentar a funcao noradrenérgica nos vasos sanguineos (Ong

et al., 1992; Starke et al., 1975; Svensson et al., 1975).

Estudos farmacolédgicos definiram a existéncia de trés subtipos de receptores o2
adrenérgicos, denominados a-2a, 0-2p € a-2¢c (Regan e Cotecchia, 1992; Bylund et al., 1992;
Coursin et al., 2001), onde 0-24 e a-2¢ sdo pré-sindpticos e a-2p € pos-sinaptico. Os receptores
a-24 estdo relacionados a analgesia, sedacao, neuroprote¢do, os a-2g a diminui¢ao de tremores,
vasoconstricao e analgesia da medula espinhal, ja os a-2c, com a regulagdo de adrenalina na
medula adrenal e mediag¢ao do processo sensitivo cognitivo (Panzer et al., 2009). MacDonald e
Scheinin (1995) mapearam as regides cerebrais que codificam mRNA dos trés suptipos de
receptores 02 e demonstraram que os a-24 estdo localizados por todo o cérebro, principalmente
no locus coeruleus, regido onde encontra-se os corpos celulares de neuronios noradrenérgicos
ascendentes e descendentes, 0-2p encontrado apenas no tdlamo e a-2¢ que foi encontrado em

um maior niumero de regides com maior destaque para os ganglios da base (Figura 5).

Algumas evidéncias em modelos animais de isquemia sugerem que a ativacao de
receptores 0-2 adrenérgicos possam exercer papel protetor na lesao neuronal e clinicamente um
agonista seletivo destes receptores (dexmedetomidina) reduz disfungdo cerebral em pacientes
criticamente enfermos. Outros agonistas dos receptores a2, como a clonidina, também
apresentaram caracteristicas neuroproteroras (Dean et al., 2008). Virtanen et al (1988) ¢ Ma et
al (2004a) afirmam em seus estudos que os efeitos neuroprotetores da dexmedetomidina sao

exclusivamente mediados pelos receptores a-2A.
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Figura 5: Efeitos clinicos induzidos pelo uso da Dexmedetomidina em diferentes regides, de acordo com os
receptores envolvidos: 0-24, 0-2p ¢ 0-2¢ adrenérgicos ¢ Imidazolina 1 e 2. Adaptado de: Bulow et al., (2014).

1.6 DEXMEDETOMIDINA

Dexmedetomidina (DEX), ¢ um agonista altamente seletivo e potente do receptor a2-
adrenérgico, usado amplamente na clinica médica como um sedativo para pacientes em
tratamento na UTI, salas de cirurgia ou para procedimentos diagndsticos, fornecendo nao
somente a sedag@o, como também efeitos analgésicos e ansioliticos (Bhana et al., 2000; Carollo
et al., 2008; Hoy et al., 2011).

E uma molécula lipofilica, com alta ligagdo a proteinas plasmaticas, com grande
volume de distribui¢do e rapidamente redistribuida para tecidos periféricos. Apresenta meia-
vida de distribui¢do de 6 minutos e mostra uma farmacocinética linear em um periodo de 24

horas em pacientes com fun¢do hepatica e renal normais (Kaur et al., 2011). Tem uma meia-
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vida de eliminacdo de aproximadamente 2 horas, através do metabolismo hepatico e € secretada
primariamente pela urina e uma pequena quantidade pelas fezes (Burbulys et al., 2011). A
principio, a DEX era utilizada somente para intervengdes de curto prazo, pelo historico de efeito
rebote da clonidina, também agonista dos receptores a-2, onde a descontinuacdo da sua
utilizagdo apds uso prolongado causava um aumento da pressdo e taquicardia, porém
anestesiologistas apontam que mesmo com o uso prolongado em UTIs, a DEX nao demonstrou
este efeito reverso (Nguyen et al., 2017).

Apresenta relacdo de seletividade entre a-2 para a-1 de 1600:1, agindo no locus
coeruleus, nicleo noradrenérgico do SNC, modulando o estado de vigilia e produgdo de
analgesia (Dick et al., 1993). Aprovado para utilizacdo em humanos em 1999 pela Food and
Drug Administration (FDA), possui agdo sedativa dose-dependente, podendo deixar o paciente
sonolento e responsivo, até uma sedagdao mais profunda, porém, mesmo nas doses mais altas,
tem se mostrado seguro, principalmente por apresentar depressao respiratoria minima (Ebert et
al., 2000; Hall et al., 2000). Outras vantagens deste medicamento ¢ que ele apresenta um rapido
inicio de acdo, oferece sinergismo com outras drogas anestésicas ja utilizadas e apresenta baixa
incidéncia de efeitos colaterais (Bagatini et al., 2002).

Evidéncias sugerem que DEX apresenta efeitos anti-inflamatérios em pacientes com
sepse (Memiis et al., 2007; Yang et al., 2015) e que durante a inflamagao sistémica pode impedir
a neuroinflamag¢do hipocampal, superexpressdo de TLR-4 na micrdglia e disfungdo cognitiva
mediada pela via de sinalizacdo a2-adrenoceptor (Yamanaka et al., 2016). Zhang et al (2015),
demonstrou que na micréglia, DEX inibe a alta expressdo de citocinas pro-inflamatorias,
acumula 6xido nitrico (NO) e diminui a expressdao de 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS),
impedindo a ativacdo da quinase regulada por sinal extracelular (ERK). J4 em um estudo de
Chen et al (2015), DEX foi capaz de reduzir a mortalidade de animais submetidos a sepse, além
de aliviar danos patologicos no tecido intestinal e diminuir niveis de expressao de TNF-a, IL-
1B, IL-6 e TLR4 no intestino. Xu et al (2015) demonstrou que a DEX apresenta efeitos anti-
inflamatorios e Jiang et al (2014) encontrou niveis diminuidos de mieloperoxidade (MPO) em
pulmdes e fluido do lavado broncoalveolar. Estudos prévios também demonstraram a
diminui¢ao de NF-kB em pulmao, tecido miocardio e lavado broqueoalveolar (Kong et al.,
2017; Wu et al., 2013; Jiang et al., 2014) e de GFAP e CDI11b no hipocampo de ratos
submetidos ao modelo de fratura tibial e tratados com DEX (Zhu et al., 2016).

Em humanos, os efeitos anti-inflamatérios deste sedativo se mostraram presentes tanto

quando aplicado antes de cirurgias, quanto depois (Chen et al., 2015). Além destes evidentes
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efeitos inflamatorios, o uso do DEX vem sendo apontado como um potencial agente terapéutico
para o tratamento do delirium na UTI (Peng et al., 2013) e podem reduzir risco de desfechos
cognitivos em pacientes que necessitam de cuidados intensivos ou pds-operatorio (Guo et al.,
2015; Liu et al., 2016). Su et al (2016) avaliaram a incidéncia de delirium em 350 pacientes no
pos-operatorio, sendo a incidéncia menor no grupo tratado com DEX (9%) do que no grupo que
recebeu placebo (23%), demontrando resultados promissores, uma vez que o delirium pos-
operatdrio estd relacionado ao aumento do tempo de hospitalizagcdo, duracdo da ventilacio
mecanica, comprometimento cognitivo a longo prazo, complicagdes e consequentemente
mortalidade dos pacientes (Pratico et al., 2005).

Corroborando com este estudo, Riker et al (2009) realizou um estudo em UTIs e a
redugdo de delirium foi de 20% em pacientes que utilizaram a DEX e os pacientes foram
removidos de ventilagdo mecanica quase dois dias mais cedo que o esperado, reduzindo,
portanto, o risco de infecgdes associadas a UTI. Hofer et al. (2009), também demonstrou que o
uso preventivo da DEX em um modelo de sepse diminuiu mortalidade, apoiando o raciocinio
para considerar o uso de a2-adrenérgico em pacientes de alto risco antes de serem submetidos
a grandes cirurgias, e pacientes internados em UTI propensos a sepse. Contribuindo com estes
efeitos clinicos positivos em relacao a este medicamento, um estudo demonstrou que pacientes
cirargicos que receberam DEX, apresentaram declinio cognitivo menor, uma semana apos a
cirurgia, quando avaliado escore Mini-Mental State Examination (MMSE ) em relacdo aqueles
pacientes controles (Chen et al., 2012). Outra vantagem clinica demonstrada, foi a diminui¢ao

de estresse cirurgico, através da diminuicao da estimulagdo simpatica (Dyck et al., 2000).

1.7 DEXMEDETOMIDINA E NEUROPROTECAO

Agentes anestésicos e sedativos, tém sido associados a alteracdo de transmissoes
sinapticas, que acabam por deprimir a comunicacdo neuronal (Franks et al., 1994). O
midazolam, que age amplificando o efeito inibitério do receptor GABAA e a cetamina, um
antagonista dos receptores de glutamato N-metil-D-aspartato (NMDA), ja& demonstraram
induzir neurodegeneracao apoptdtica em camundongos (Young et al., 2005). Diversas
pesquisas estdo sendo feitas para encontrar um anestésico que além de exercer seu efeito
principal de anestesia, ainda apresente um efeito neuroprotetor. At¢ o momento o xenonio foi
0 mais eficiente em proporcionar ambas, porém por ser um gas nobre raro, ¢ proibido para

utilizagao rotineira (Lima et al., 2011). Evidéncias sugerem que o uso da DEX como agente
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sedativo vem apresentando resultados promissores em relagdo a neuroprote¢ao e que poderia
estar relacionado ao balango entre proteinas pro e anti-apoptoticas (Engelhard et al., 2008;
Petroz et al., 2006; Nelson et al., 2003), desta maneira a Unica medicagdo disponivel que
apresenta um efeito neuroprotetor aparente ¢ a DEX.

Apesar do mecanismo da neuroprote¢dao associada ao uso deste medicamento nao
estar elucidado, alguns estudos vém apontanto sua eficacia. Estudos pré-clinicos tanto in vitro
quanto in vivo demonstraram que a DEX apresenta propriedades neuroprotetoras (Degos et al.,
2013; Li et al., 2014). Em um modelo de lesdo cerebral, realizado durante o desenvolvimento
do SNC, a DEX se mostrou importante em prevenir os efeitos neurotoxicos induzidos por
isoflurano (Sanders et al., 2009), assim como no estudo de Schoeler et al., (2012), a DEX
apresentou efeitos neuroprotetores e que a ativagcdo da ERK poderia estar envolvida em mediar
este efeito. Ja em um estudo de Liao et al (2014), os resultados demonstraram que a
neuroprote¢do da DEX contra danos causados por isoflurano envolvem as vias da JNK e p38,
mas ndo da ERK. Tachibana et al (2012) confirmaram a relativa seguranca do DEX no cérebro
em desenvolvimento de filhotes de ratos, uma vez que ndo prejudicaram a atividade sindptica
no hipocampo, promovendo evidéncias adicionais a favor do uso de DEX em anestesias
pediatricas.

Através da sua ligacdo com receptores a2-adrenérgicos, promovem a diminui¢ao da
liberacdo de noradrenalina e glutamato na fenda sinaptica, que sdo associados a vias de
apoptose, toxicidade neuronal e lesao celular (Chen et al., 2000; Tenneti et at., 1998; Budd et
al., 2000; Okamoto et al., 2002) (Figura 6). A hiperpolarizagao da membrana pré-sinaptica, pela
abertura de canais de potassio (K*), ocasiona diminui¢do do influxo de célcio (Ca*?) para dentro
da célula, o que levaria a uma diminuicdo da liberagdo destes neurotransmissores na fenda
sindptica, ocasionando uma diminui¢do da ativagao dos receptores NMDA pds-sinapticos,
aumentando o bloqueio por Mg?* e redu¢iio de Ca*? intracelular e da taxa de disparos neuronais,

ocasionando redu¢do de morte neuronal excitotoxica (Janke ¢ Samra, 2006).
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Figura 6: Influéncia da ligacdo Dexmedetomidina em receptores o2-adrenérgicos, na liberagdo de noradrenalina e
glutamato. Apos a ligagdo da DEX nos receptores a2-adrenérgicos, gera uma hiperpolarizagdo da membrana pré-
sinaptica, levando a diminui¢do intracelular de Ca*, ocasionando consequente diminuigdo da liberagdos dos
neurotransmissores noradrenalina e glutamato na fenda sinaptica. Influenciando na diminui¢do da ativagdo dos
receptores NMDA pos-sinépticos, aumento do bloqueio de Mg?**, proporcionando a diminuigdo de disparo neuronal,
excitotoxicidade e consequente morte neuronal.: Fonte: Adaptado de Janke, E. L. e Samra, S (2006).

Quando ativados, os receptores NMDA abrem canais que permitem que o Ca™? entre
para dentro da célula, em algumas partes do cérebro esta atividade ¢ importante para o processo
de LTP (Bliss e Lomo, 1973), mecanismo correlacionado ao aprendizado e formacdo da
memoria. E em condi¢cdes normais de transmissdo sindptica, este receptor de NMDA ¢
bloqueado pelo Mg™ e é apenas ativado em curtos periodos de tempo. Porém, em condi¢des
patologicas, a super ativagdo desse receptor, ocasiona o fendomeno conhecido como
excitotoxicidade glutamatérgica. Com isso, ocorre o excesso do influxo de Ca* (Figura 7),
acarretando em sobrecarga das mitocondrias, que leva a formacdo de EROs e ativagdo da via
de caspases, proteinas responsaveis pela clivagem de diversos substratos celulares, culminando
em morte celular (Sattler e Tymianski, 2000). Desta maneira através da diminuigdo da liberagdo
de noradrenalina e glutamato na fenda sinéptica, hipotetiza-se que levaria a regulacdo de vias
apoptoéticas, podendo aumentar linfoma 2 das células B (Bcl-2) e mdm-2, fatores anti-
apoptoticos e diminuir BAX e p53, fatores pré-apoptoticos (Lipton S, 2004; Eldridge et al.,
2015; Luo et al., 2011; Shu et al., 2014, Luchs et al., 2010; Patel et al., 2010).
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Figura 7: A relagdo do receptor NMDA e a via da apoptose. Através da utilizacdo da DEX, esta pode levar a regulacio

da ativagdo de NMDA, através da diminui¢cdo da liberacdo de neurotransmissores (Noradrenalina e glutamato) e
consequentemente influenciar na regulacdo da via da apoptose. Fonte: Adaptado de Shu et al., 2014.

Degos et al., (2013), demonstrou em seu estudo com ratos neonatos, que DEX poderia
exercer efeitos neuroprotetores contra lesdo induzida por glutamato através do aumento da
expressao de fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) nos astrécitos (Figura 8) e que
este efeito esta relacionado a via da ERK Y. Corroborando com estes resultados, Bell et al
(2014) comprovou que o pré-tratamento com DEX, preservou fungdo neurologica e atenuou
lesdo neuronal apds oclusdao da aorta tordcica em camundongos, estes resultados foram
relacionados a um aumento da fosforilagio da proteina cinase B e CREB e regulagao
subsequente de Bcl-2 e BDNF. A fosforilagdo de CREB induzida por agonismo do receptor o-
2 adrenérgico contribuiu para o mecanismo de protecdo da DEX na medula espinhal apos
isquemia. Engelhard et al (2003), apontou que a administracdo de DEX aumenta a expressao
diversas proteinas anti-apoptoticas como Bcl-2 e Mdm-2 no SNC apo6s isquemia.

Em um estudo com ratos neonatos, Zhang et al (2019) demonstraram que a DEX na
dose de 20ug/kg, foi capaz de promover uma melhora na memoria e aprendizagem espacial,
por promover a neurogénese e plasticidade sinéptica, facilitando a expressdo de proteinas
associadas a sinapse, como PSD-95 e GAP43, através da ativagdao da via GDNF/NCAM/CREB.
Em um estudo de Ebert et al (2000), pacientes saudaveis que receberam doses baixas de DEX,

apresentaram uma preservacao da memoria. Mirski et al (2010) e Goodwin et al (2013)
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demonstraram que diferentemente do propofol, a DEX preservou a fun¢do cognitiva em

pacientes de UTL
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Figura 8: Esquema dos efeitos protetores de DEX mediados por astrocitos e neurdnios. Fonte: Adaptado de Degos et
al., 2013.

1.8 IDAZOXANO

Idazoxano (IDA), ¢ um farmaco utilizado principalmente no ambito de pesquisas
ciéntificas e praticas veterinarias para reversao de efeitos sedativos (Kallio-Kujala et al., 2018),
apresenta também potencial para tratar diabetes e efeitos antidepressivos (Zhang et al., 2015).
E um antagonista dos receptores a2-adrenérgicos, que age nestes receptores bloqueando-os e
promovendo efeitos contrarios aos dos agonistas o2-adrenérgicos, potencializando a
disponibilidade de noradrenalina, aumentando efeitos simpaticos (Colucci, 1984; Thomas e
Holman, 1991). De acordo com Rankin (2015), assim como outros antagonistas, o IDA ¢ capaz
de reverter os efeitos da DEX, levando a perda dos efeitos de sedacdo e analgesia. Em altas
doses pode ainda ocasionar efeitos colaterais como hipotensao, vomito, tremores e excitagao

(Andrade, 2004).

De acordo com Zhang et al., (2017), o uso da DEX foi capaz de aliviar a dor e mostrou
pouca neurotoxicidade nos neurdnios da medula espinhal, porém o efeito analgésico da DEX

foi bloqueado pelo uso de IDA, indicando que o seu efeito se da pelo receptor a2-adrenérgico.
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Resultados semelhantes foram encontrados em um estudo de Bell et al (2012), onde a
administragio da DEX antes de oclusdo aortica em camundongos, preservou fungdes
neurologicas e que apos a adi¢ao de um antagonista a2, esta protecao foi perdida, confirmando
o papel deste receptor na prote¢ao neuronal. O uso de baixas doses de um agonista o2-
adrenérgico esta associado a uma protecao neuronal, enquanto o uso de um antagonista a2-
adrenérgico, como o IDA (1 mg/kg/h), estd associado a um aumento da lesdo neuronal no
hipocampo (Dean et al., 2008, Dean et al., 2006). Em um modelo de Doenca de Parkinson, a
utilizacao de IDA induziu a expressao cortical de IL-1B (McNamee et al., 2010b). Em estudo
de Smith (1992), IDA prejudicou o desempenho da tarefa de raciocinio logico, tarefa de

processamento semantico e memoria de reconhecimento.

Além de atuar como antagonista a2-adrenérgico, o IDA também possui alta afinidade
pelos receptores imidazolina 1 e 2 (I1 e I2) e ¢ um agonista parcial do receptor 5-HT1a, porém
os efeitos comportamentais do IDA se assemelham a de outros antagonistas 02 que nao
possuem afinidade para I; e I, demonstrando que estes efeitos sdo mediados via antagonismo
de a2-adrenoreceptores (Gomez-Mancilla e Bédard, 1993; Regunathan e Reis 1996). Apesar de
estudos mostrarem que seu efeito antagonista em receptores a2 adrenérgicos pode levar a perda
da funcdo neuronal, outros estudos apontam que IDA pode levar a neuroprotegdo através da
diminui¢do de dano na BHE e proteger contra lesdo medular em modelo de Esclerose Multipla
(EM), através de sua ligagdo com receptor de imidazolina 2 (Wang et al., 2009; Wang et al.,
2014). Um estudo de Flamez et al (1997), aponta que o IDA apresenta igual afinidade para

receptores de Imidazolina e a2 adrenérgicos.
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2. JUSTIFICATIVA

O conhecimento sobre as alteragdes fisiopatologicas que ocorrem no SNC apos sepse
ainda sao poucas. Existe inflamacgao cerebral, ativagao de micrdglia levando a possiveis danos
cognitivos. Nesse sentido, torna-se importante o estudo de mecanismos envolvidos no
desenvolvimento destas alteragdes e ainda utilizar tal ferramenta farmacoldgica disponivel
clinicamente (dexmedetomidina) no intuito de tanto aumentar o conhecimento sobre a
fisiopatologia, quanto avaliar se este farmaco ¢ capaz de diminuir danos neuroldgicos em
animais sobreviventes a sepse e facilitar a transi¢ao para a pratica médica. Ainda como avaliar
os efeitos da DEX principalmente no que se refere a neuroprote¢do, uma vez que este
medicamento ¢ um sedativo e que parece trazer resultados positivos em relacdo a
neuroprote¢ado. E avaliar também se o antagonista dos receptores a2-adrenérgicos, IDA, ¢ capaz

de reverter efeitos benéficos ocasionados pela DEX.



30

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar o potencial efeito neuroprotetor da ativacao de receptores a-2 adrenérgicos

pela DEX administrada durante ou apds indugdo de sepse em ratos machos adultos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 - Determinar a expressdo de receptores a-2a,c adrenérgicos por polimerase chain reaction
(PCR) em diferentes regides (pré-frontal, hipocampo e amigdala) do SNC em diferentes dias

apo6s a administragdo dos farmacos DEX e/ou IDA;

2 - Quantificar marcadores inflamatérios (IL-1B, IL-6 e IL-10) em diferentes regides (pré-
frontal, hipocampo e amigdala) do SNC, bem como em soro (24 horas, 10 e 30 dias apds

administracao dos farmacos DEX e/ou IDA ;

3 - Determinar a ativagdo microglial através de imuno-histoquimica de IBA-1, em hipocampo

em 24 horas, 10 e 30 dias apds administragcdo dos farmacos DEX e/ou IDA;

4 - Quantificar niveis de glutamato através da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

24 horas, 10 e 30 dias ap6s administracdo dos farmacos DEX e/ou IDA;

5- Avaliar os niveis proteicos de BAX, Bcl-2 em 24 horas, 10 e 30 dias apds administragao

dos farmacos DEX e/ou IDA;

6 - Avaliar os niveis proteicos de PSD-95 em 24 horas, 10 e 30 dias ap6s administracdo dos

farmacos DEX e/ou IDA;

7- Avaliar o comportamento (habituagdo a campo aberto, reconhecimento de novos objetos e

esquiva inibitoria) 10 e 30 dias apds administragdo dos fArmacos DEX e/ou IDA;
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8- Acompanhar a mortalidade dos animais durante 10 dias ap6s administra¢do dos farmacos

DEX e/ou IDA.

9- Avaliar comportamento e ativagdo microglial dos animais tratados tardiamente, logo apds o

fim dos tratamentos e 30 dias apds sepse;
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4 METODOLOGIA

4.1 ANIMAIS

A utilizagdo dos animais seguiu um protocolo experimental que foi submetido para a
Comissao de Etica de Uso em Animais (CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense,
com os numeros de protocolos de aprovacgao: 031/2018-1 e 23/2020. Todo o projeto foi
executado dentro das normas estabelecidas pelo COBEA (Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal) para pesquisas utilizando animais. O estudo foi dividido em duas
etapas, uma com administra¢do do fairmaco concomitante & inducdo de sepse e outra 15 dias
apods inducdo de sepse. O nimero de animais em cada grupo foi baseado em estudos pré-
clinicos, para uma diferenca de até 20% nos parametros a serem analisados, com uma variancia
de no méaximo 10% entre as médias calculou-se um tamanho de amostra, para um erro alfa de
0,05 e um poder de 80%. Foram utilizados ratos Wistar machos com 60 dias, fornecidos pelo
Biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense. Os animais ficaram acondicionados em
caixas com 5 animais cada, sob ciclo de claro e escuro de 12 horas (6:00 as 18:00h), com livre
acesso a comida e dgua e exaustdo diaria constante. O ambiente foi mantido a temperatura
constante e diaria de 23+1°C. As caixas dos animais foram trocadas diariamente, bem como

alimentac¢do e dgua, de modo a manté-los com o méaximo possivel de conforto.

4.2 INDUCAO DE SEPSE E TRATAMENTOS

A indugado de sepse foi realizada pelo modelo de perfuragao e ligagao cecal (CLP), que
segundo Brooks et al. (2007) este ¢ o0 modelo que mais se assemelha ao quadro de sepse em
humanos. Os ratos foram previamente anestesiados via intraperitonial com 80mg/kg de
cetamina e 10mg/kg de xilazina posteriormente foi realizado uma laparotomia de
aproximadamente 2 cm no abdome do rato; exposi¢ao do intestino; ligacao do ceco abaixo da
valvula ileocecal, para obstru¢do do transito do contetido intestinal. Foi realizada uma
perfuracdo cecal, objetivando o extravasamento das fezes para a cavidade peritoneal, liberando
a flora bacteriana e gerando uma resposta imune exacerbada induzida por infeccao
polimicrobiana. Apos a inducgao de sepse foi realizada reposi¢ao volémica (50mL/kg de salina)

e a administragdo de antibiotico ceftriaxona (30mg/kg), que segundo Hollenberg et al. (2001)
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previne o aparecimento de abscesso pericecal, diminuindo a gravidade da sepse e assim

diminuindo a mortalidade dos animais, facilitando a realiza¢ao de estudos a longo prazo.
4.3 DESENHO EXPERIMENTAL

O experimento foi dividido em duas etapas: Para a primeira etapa os firmacos foram
administrados nos trés dias seguintes a inducdo da sepse (Figura 9) e para a segunda etapa, os
farmacos foram administrados somente 15 dias ap6s sepse (Figura 10). Em ambas as etapas os
animais foram divididos em 5 grupos: Sham + Salina (SAL), CLP+SAL, CLP+DEX,
CLP+IDA, CLP+IDA+DEX. Nestes animais DEX (50 pg/kg) e/ou IDA (Img/kg) foram
administrados logo apds a inducdo da sepse (primeira etapa) e 15 dias apos (segunda etapa), via
subcutanea em um volume maximo de ImL/Kg em dose tnica diaria durante trés dias. Quando
os farmacos foram administrados em conjunto, o IDA foi injetado 30 minutos antes da DEX
para garantir competi¢do farmacoldgica ao nivel do receptor (objetivo do uso do antagonista,
determinar se o efeito da DEX ¢ unicamente devido ao agonismo a-2). Os  animais  foram
eutanasiados 24 horas, 10 e 30 dias apos a administracdo dos farmacos para retirada de
estruturas cerebrais: hipocampo, pré-frontal e amigdala para realizar teste de Elisa para
quantificagdo das citocinas IL-1p, IL-6 e IL-10, expressdo de receptores a-2 adrenérgicos por
PCR, imunohistoquimica de IBA-1 para quantificagdo da ativagdo microglial, quantificacdo de
BAX, BCL2 e PSD-95 por Western Blott e quantificacdo de glutamato por HPLC. Foram
realizados também testes comportamentais antes da eutanasia dos animais em 10 e 30 dias. Os
testes foram: habituacdo ao campo aberto, reconhecimento de novos objetos e esquiva

inibitoria.
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Figura 9: Linha do tempo da primeira etapa do experimento, com administragao dos farmacos logo ap6s sepse. Contendo
data de indugao da sepse, administragdes, comportamentos e morte. Fonte: Autora (2020).
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Figura 10: Linha do tempo da segunda etapa do experimento, com administracdo dos farmacos 15 dias apos sepse.
Contendo data de indugdo da sepse, administragdes, comportamentos e morte. Fonte: Autora (2020).

4.4 NIVEIS DE CITOCINAS

A quantificacao de citocinas IL-1B, IL-6 e IL10 no hipocampo, pré-frontal, amigdala
e soro foram determinadas através do kit comercial de ensaio de imunoabsor¢ao enzimatica
(ELISA). O anticorpo de captura (IL-1B, IL-6 e IL10) foi adicionado na placa e encubado
durante 15 horas. Apods a incubagdo as placas foram lavadas com tampao de lavagem. As
amostras foram homogeneizadas em tampao fosfato salina (PBS). Foi adicionado
primeiramente o diluente (100ul/pogo) durante 1 hora, logo apds as placas foram lavadas com
tampao de lavagem novamente e posteriormente a amostra, padrdo ou controle (100ul/pogo)
foram acrescentados e novamente incubados por 2h a temperatura ambiente. Depois de lavadas,
foi adicionado o anticorpo de detecgdo, que ficou incubando durante 2h. Apods incubagao, as
placas foram lavadas e adicionado streptavidina diluida em diluente, durante 20 minutos sem
presenga de luz. As placas foram novamente lavadas e foi acrescentado o substrato fotoreagente
(TMB + H>0,) durante 20 minutos sem presenca de luz. Foi adicionado a solugdo stop para

parar a reagdo. A densidade dptica foi lida em comprimento de onda de 450-570nm.

4.5 ATIVACAO MICROGLIAL
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Para verificar a ativagdo microglial foi realizada a técnica de imunohistoquimica.
Amostras de cérebro emblocadas em parafina foram cortadas a Sum e incubadas em peroxido
de hidrogénio (0,5%) durante 15 minutos a temperatura ambiente para bloquear a atividade da
peroxidase. Apos lavagem com TBS, as laminas foram incubadas com Ultra V Block a fim de
reduzir a coloragdo de fundo (background) nao especifica. As laminas foram entao incubadas
individualmente com anticorpo IgG monoclonal de coelho anti-IBA-1 (diluigdo 1:1000)
(Abcam, Cambridge, MA). Apoés, as laminas foram incubadas com anticorpo secundario Anti-
IgG de coelho biotinilada (diluicdo 1:100, Abcam). E entdo incubadas com 3,3'-
diaminobenzidina (DAB) (Spring Bioscience) e foi realizada a coloracao do tecido através da
Hematoxilina de Harris e montagem das laminas para posterior leitura. Foram obtidas imagens
por corte cerebral a uma ampliacdo de x100 e a 4rea imunopositiva foi expressa como
percentagem da area total analisada. Foi utilizado controle positivo em todos os grupos, de

acordo com o datasheet do anticorpo.

4.6 QUANTIFICACAO DE PROTEINAS POR WESTERN BLOTT

Os niveis proteicos de BAX, BCL2 e PSD-95 foram mensurados por Western blotting
utilizando anticorpo especifico. Para executa-lo as amostras foram homogeneizadas em tampao
Laemmli (62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8, 1% (w/v) de dodecil sulfato de sodio (SDS), 10% (v/v)
de glicerol e quantidades iguais de proteina (100 ug/pogo) foram fracionados por eletroforese
em gel de poliacrilamida - dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE) e eletrotransferidas para
membranas de nitrocelulose. A eficiéncia da eletrotransferéncia foi verificada por meio de
coloragdo Ponceau S, e a membrana foi bloqueada em Tampao Tween-Tris salina (TTBS: 100
mM Tris-HCI, pH 7,5 contendo 0,9% de NaCl e 0,1% de Tween 20) com 5% de albumina. As
membranas foram incubadas overnight a 4°C com os anticorpos primarios. Anticorpo
secundario Anti-IgG de coelho foi incubado com as membranas durante 2 horas (1:1000), a
membrana foi lavada novamente com TTBS e a imunorreatividade foi detectada por
quimioluminescéncia amplificada utilizando ECL. A andlise densitométrica dos filmes foi
realizada com o software Image J® v.1.34. Todos os resultados foram expressos como uma

razao relativa entre BAX, BCL2, PSD-95 e o imunoconteudo de proteina GAPDH.
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4.7 PCR

4.7.1 Extracido de RNA total

As amostras foram homogeneizadas em reagente comercial a base de etanol e
tiocianato de guanidina (TRIzol - Invitrogen) seguindo as instrugdes do fabricante (200 mg
tecido/1 ml de Trizol). Apés foram adicionados 200ul/ de cloroféormio para cada ml de
homogenato e centrifugado 12.000 rpm por 15min a 4°C. A fase aquosa foi separada e
adicionado 500u/ de alcool isopropilico em cada amostra que foram centrifugadas a 12.000 rpm
por 10 min a 4°C. O pellet foiantido e lavado com etanol 75% e centrifugado a 7500 rpm por 5

min a 4°C.

4.7.2 Determinacio da pureza de RNA

Ao final da extragdo, 1 ul de amostra foi ressuspendida em 199 ul de agua livre de
RNase. Para a determinacdo da concentragdo e pureza do RNA foi utilizado espectrofotdmetro
Spectramax a partir das razdes 280/260 nm. Esse valor deve apresentar-se acima de 1,8 para ser

aceitavel.
4.7.3 Sintese do cDNA

O cdna foi preparado a partir do RNA total, utilizando 1 pg de RNA de cada amostra.
A sintese do cDNA foi realizada utilizando o kit Protoscript I ST STRAND CDNA syn
(Uniscience c6d: E65650S) a partir de 6 pl de amostra na concentracdo de 1p, acrescido de

dNTP (50 uM) e oligo-(dT)15 (1 uM).

4.7.4 Desenho dos primers
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Os primers especificos que foram utilizados neste estudo foram retirados de artigos
referéncia (Agrawal et al., 2019; Huang et al., 2002; Ikeda et al., 2015) e conferidos no

programa BLAST. Os genes utilizados estao descritos na tabela 1.

Tabela 1: Primers utilizados neste estudo

Receptor a2A-adrenérgico Fw: 5’ AGCTCGCTGAACCCTGTTAT?3’
Rv: 3’CTGACCAGGGTCTGTAAGCAS’

Receptor a2C-adrenérgico Fw: 5TGGCAGCCGTGGTGGGTTTCCTC3’
Rv: 3'TCGGGCCGGCGGTAGAAAGAGACS’

GAPDH Fw: 5’AATGGGGTGATGCTGGTGCTGA3’

(Gliceraldeido 3- Rv: 3’ TGGGGGCTGAGTTGGGATGGS’
fosfato desidrogenase)

Fonte: Autora, 2019.

4.7.5 Reagoes de qPCR

Todas as reacdes de qPCR foram realizadas utilizando o kit SYBR gene PCR Master
Mix (Invitrogen). As reacdes de 20 p/ contém 10 p/ de SYBR Green qPCR Mix 1X, que possui
o fluoréforo SYBR Green I, Taq polimerase, ANTPs, MgCI2 e o tampao da enzima, ¢ os 10 p/
restantes foram adaptados entre amostra e primers. Os ensaios foram realizados no
termociclador Life 7500 Fast. Os programas de ciclagem de cada gene incluem ativagdo da
enzima no Holding Stage a 50°C por 2 min e 95°C por 10 min, em seguida 40 ciclos de 15s de
desnaturagdo a 95°C e 1 min de anelamento com a temperatura de 60°C, ao final na curva de
dissociagao (Melt Curve Stage) os ciclos foram de 95°C por 15s, 60°C por 1 min e 95°C por
15s para analisar o perfil dos produtos formados. O programa disponivel pela Life techonologies
transforma os valores brutos de fluorescéncia em uma escala logaritmica, e assim o limiar foi
delimitado baseando-se no coeficiente de correlagcdo (R2) e na eficiéncia da curva, calculada

pelo proprio aparelho.

4.8 QUANTIFICACAO DE GLUTAMATO POR HPLC
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O contetudo de glutamato no cérebro de ratos foi estimado por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC; De Benedetto et al., 2014; Perucho et al., 2015). Na analise do
glutamato, o padrao e as amostras foram derivatizados antes da coluna com solugdo reagente
de 2-O-ftialialdeido (OPA). O reagente de derivatizacao foi: 32 mg de OPA diluido em 800 p/
de metanol, 7.140 p/ de tampao borato 0,4 M (pH 9,5) e 60 p/ de acido 3-mercaptopropidnico
(Sigma-Aldrich), preparado a cada semana e protegido da exposicdo a luz. A reagdo de
derivatizacao foi realizada com um injetor automatico programavel. Foram adicionados 10 m/
de reagente OPA a 20 u/ de padrao ou amostra. Apos 1 min de reacdo, para interrompé-lo,
foram adicionados 5 p/ de &cido acético a 5%. 32 pl da mistura de reacdo foram injetados no
sistema analitico. Para evitar a injecdo de bolhas, foram utilizados 12 p/ da mistura como
volume de descarga e 20 p/ para preencher completamente o circuito calibrado, permanecendo
3 ul no tubo de mistura. A precisdao do método de inje¢ao foi medida como um coeficiente de
variagdo da 4rea para dez injecdes, resultando em um CV <0,5%. As amostras foram
armazenadas a -80 ° C até a analise. Apds homogeneizacao em 400 p/ de acido perclorico 0,2
M contendo cisteina 3 mM, as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante foi utilizado para
analise por HPLC seguida de detec¢ao fluorimétrica. O sistema compreende uma coluna de
cromatografia Ascentis® C18 (250 mm x 2,1 mm, 5 um; Supelco®, cidade do Texas, EUA),
uma bomba LC-20AT acoplada a um amostrador automatico SIL-20AHT e um detector de
fluorescéncia RF-20A e LC Software de solu¢ao (Shimadzu, Kyoto, Japdo). A temperatura da
coluna ficou a 35 ° C e foi utilizada uma taxa de fluxo de 0,3 mL / min. A fase mével consiste
em tampao acetato (pH 3,5, acido acético 12 mM, EDTA 0,26 mM) e metanol (86:14, v/ v). A
fluorescéncia foi monitorada nos comprimentos de onda de excitagdo e emissdo de 279 e 320
nm, respectivamente. Os picos foram identificados comparando seu tempo de retengdo na
solucdo da amostra (extrato de tecido) com o da solugdo padrdo. As amostras foram injetadas

um volume de 20 pL. Os resultados foram expressos em ng / mg de proteina.

4.9 TESTES COMPORTAMENTAIS

O aprendizado e a memoria foram avaliados em tarefa de esquiva inibitoria,
reconhecimento de novos objetos e habituagdo ao campo aberto 10 e 30 dias apods a ultima

aplicagdo dos farmacos. O procedimento de teste comportamental foi conduzido em sala isolada
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de som. Todos os testes foram realizados por pessoas que desconheciam o experimento e/ou

grupo experimental.

4.9.1 Habituagao a campo aberto

O teste de habituagdo ao campo aberto foi realizado em uma caixa retangular com
dimensodes de 40 X 60 cm rodeado por paredes de 50 cm de altura sendo 3 paredes de madeira
e uma de vidro transparente (Figura 11). O piso do campo aberto foi dividido em 9 retangulos
iguais por linhas pretas. Os animais foram cuidadosamente colocados no quadrante traseiro
esquerdo e deixados a explorar o campo por 5 min (sessdo de treino). Em seguida, os animais
foram levados de volta para a sua gaiola, e 24h ap6s foram novamente submetidos a uma sessao
de campo aberto semelhante (sessdo de teste). O cruzamento das linhas pretas (crossing) e
levantamentos (rearing) realizados em ambas as sessdes foram contados. A diminui¢do do
nimero de cruzamentos e levantamentos entre as duas sessdes foram tomados como uma

medida da retengao de habituacdo (Roesler et al., 2003).

Figura 11: Habituag@o a campo aberto. Fonte: Generoso (2017).

4.9.2 Reconhecimento de novos objetos

A tarefa de reconhecimento de novos objetos ¢ um teste comportamental utilizado

para avaliar memoria de longo prazo. Os ratos foram submetidos @ uma sessao de habituacao,
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em um campo aberto com dimensdes de 45 x 40 x 60 cm (Figura 12) sem objetos. Apos 24h
foi realizado a sessdo de treino por 5 min onde foram expostos a dois objetos idénticos na arena
de treinamento). Foi cronometrado o tempo gasto explorando os objetos. Na sessdo de teste,
realizada 24 horas apos o treino, um dos objetos foi trocado por outro diferente em forma,
tamanho e cor (De Lima et al., 2007). A premissa do teste ¢ que os ratos devem passar mais
tempo explorando o objeto novo, que ¢ desconhecido do que o objeto familiar. Um "indice de
reconhecimento" foi calculado como expresso pela equacdo TB / (TA + TB), sendo: TA =

tempo gasto explorando o objeto familiar e TB = tempo gasto explorando o objeto novo.

1° Dia 2° Dia 3° Dia

ooooo

Baseia-se em uma caixa acrilica com um piso formado por uma grade de barras de
metal, onde estas sdo conectadas a uma fonte de corrente elétrica em mA, junto a esta grade
encontra-se uma plataforma. No treino, os animais foram colocados sobre a plataforma e foi
medido o tempo gasto para descer (tempo de laténcia), colocando todas as patas para fora da
mesma (Izquierdo et al., 1998) (Figura 13). Apos a descida, os animais receberam um estimulo
elétrico de 0,4mA durante dois segundos. Passadas 24 horas da sessdo treino, ocorreu a sessao
teste, onde os animais form colocados sobre a plataforma novamente e foi avaliado quanto
tempo levaram para descer (no maximo 180s), nesta etapa os animais ndo receberam estimulo
elétrico. A laténcia € um parametro classico de retencao de memoria aversiva de longa duragao

(Roesler et al., 1999).
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Figura 13: Esquiva inibitoria. Fonte: Generoso (2017).

4.10 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis continuas foram apresentadas na forma de média = desvio padrao ou
de mediana (intervalo interquartil) e comparadas com o teste t-Student ou andlise de variancia
de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey quando necessario. As diferengas entre
treino e teste foram avaliadas pelo teste de Wilcoxon. As andlises de PCR foram realizadas pelo
Software Expression Suite versao 1.0.3 com relacdo do alvo/GAPDH. A técnica de Western
Blott e imunohistoquimica foram quantificados pelo software ImageJ ®. A comparagao das
curvas de sobrevivéncia foi realizada por meio da aplicagdo da andlise de sobrevivéncia pelo
teste de Kaplan Meier, seguido de log-rank. Todos os testes foram analisados no programa
SPSS versao 21 e/ou GraphPad Prism 4.0. Em todas as andlises foi adotado como nivel para

significancia estatistica um p valor < 0,05.
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5 RESULTADOS
ETAPA I - TRATAMENTO LOGO APOS INDUCAO DE SEPSE

5.1 EXPRESSAO DE RECEPTORES a-24 ¢ a-2c ADRENERGICOS POR PCR EM 24HS,
10 E 30 DIAS POS TRATAMENTO

Apos avaliar a expressao de receptores a-24 adrenérgicos em diferente grupos e tempos,
foi observado que em 24hs a expressao dos receptores ndo apresentou diferenca estatistica entre
os grupos. Ja em 10 dias, os grupos que receberam algum tipo de tratamento (CLP+DEX,
CLP+IDA e CLP+IDA+DEX), apresentaram uma diminui¢ao na expressao destes receptores
em relagdo aos grupos Sham e CLP (figura 14) em pré-frontal, amigdala e hipocampo, sendo
que nesta ultima estrutura, o grupo CLP também apresentou uma diminui¢do na expressdo em
relagdo ao grupo Sham. Em 30 dias ap6s tratamentos, ndo houve diferenga estatistica entre os
grupos em pré-frontal e hipocampo, ja na amigdala o grupo CLP+IDA, demonstrou diminuigao

na expressao deste receptor em relacdo a Sham, CLP e CLP + DEX.

A

Pris-forraal 24 boras:
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Figura 14:Expressao do receptor a2a- adrenérgico em diferentes grupos e estruturas cerebrais, nos tempos de 24hs, 10
dias e 30 dias apds tratamento. (A) 24hs apds tratamento; (B) 10 dias apds; (C) 30 dias ap6s. *diferente de Sham; #
diferente de CLP; § diferente de CLP+ DEX. Dados foram expressos como média+DP. p<0,05.
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Figura 15:Expressao do receptor a2c- adrenérgico em diferentes grupos e estruturas cerebrais, nos tempos de 24hs, 10
dias e 30 dias apds tratamento. (A) 24hs apds tratamento; (B) 10 dias apds; (C) 30 dias apos. *diferente de Sham; #
diferente de CLP; § diferente de CLP+ DEX. Dados foram expressos como média+DP. p<0,05.

A expressao dos receptores a2c- adrenérgicos (Figura 15) ndo apresentou diferengas
estatisticas entre grupos em 24 horas e 30 dias, assim como a dos receptores a-24, em nenhuma
das estruturas. Ja em 10 dias, os grupos que receberam DEX (CLP+ DEX; CLP+IDA+DEX)
apresentaram uma diminui¢do na expressao destes receptores, em relacdo a Sham em todas as
estruturas avaliadas. Em pré-frontal, houve também a diminuig¢ao da expressao destes grupos em
relacdo ao grupo CLP. J4 na amigdala, o grupo CLP+IDA+DEX apresentou ainda uma
diminui¢do em relacdo a CLP e ao grupo CLP+DEX.

5.2 AVALIACAO DA INFLAMACAO CEREBRAL E SISTEMICA

Para observar os efeitos da administragdo de DEX e/ou IDA, em relagdo a inflamacgao

sistémica e cerebral foram dosadas citocinas inflamatorias IL-6 e IL-1B e a citocina anti-
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inflamatoria IL-10 em 24 horas, 10 e 30 dias apds tratamentos. Com relacao aos niveis séricos,
em 24 horas, os niveis de IL-6 (Figura 16) e IL-1p (Figura 17) estavam aumentados no grupo
CLP em relagao a Sham, e diminuidas nos grupos CLP+DEX e CLP+IDA na citocina IL-6 e no
grupo CLP+IDA+DEX na citocina IL-1PB. Ja na citocina anti-inflamatoria IL-10 (Figura 18),
pode-se observar uma diminui¢do desta citocina nos grupos tratados com IDA quando
comparado ao grupo tratado apenas com DEX. Ja em 10 dias, apenas as citocinas IL-1p e IL-10
apresentaram resultados significativos. A citocina IL-1 manteve-se elevada no grupo CLP em
relagdo a Sham, e o grupo IDA+DEX diminuido em relagdo a CLP. Porém o grupo DEX estava
diminuido em relacdo a CLP e o grupo tratado com IDA+DEX apresentou niveis de IL-1
diminuidos em relagdo ao grupo que sé recebeu IDA. A citocina anti-inflamatéria IL-10
apresentou niveis diminuidos no grupo tratato com os dois firmacos concomitantes (IDA+DEX)
quando comparado ao grupo que s6 recebeu DEX. 30 dias apds os tratamentos, os niveis de IL-

1B, IL-6 e IL-10 ja se apresentaram normalizados, nao demostrando diferencas estatisticas entre

0S grupos.
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Figura 16: Niveis séricos da citocina IL-6 em diferentes grupos, nos tempos de 24hs, 10 dias e 30 dias apds tratamento.
*diferente de Sham; # diferente de CLP; & diferente de CLP+IDA. Dados foram expressos como média+EPM. p<0,05.

24HS 10DIAS 30DIAS
25 1.0 1.0
= = = 1 Sham
%, 20 * % 08 %, 0 ae
= a = =@ CLP+DEX
S s = B CLP+IDA
2 2 & = BB CLP+IDA+DEX
I 1.0 3 0.4- 4 &
2 2 & 8
g 05 # T 02 T
= =z =z
0.0 0.0
& \g ¥ & 2 +
9@& & & 3,9 & ,.:“(\"6\ & Q,‘o“j. \g.\" & o ‘oé' S F
& ¢ Q,\Qv' & O Q,Qv' s & &
OV OV (}g

Figura 17: Niveis séricos da citocina IL-1B em diferentes grupos, nos tempos de 24hs, 10 dias e 30 dias ap6s tratamento.
*diferente de Sham; # diferente de CLP; & diferente de CLP+ IDA. Dados foram expressos como média+EPM. p<0,05.
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Figura 18: Niveis séricos da citocina IL-10 em diferentes grupos, nos tempos de 24hs, 10 dias e 30 dias ap6s tratamento.
3 diferente de CLP+ DEX. Dados foram expressos como média+EPM. p<0,05.

Quanto a inflamacdo cerebral, foi mensurado niveis de IL-6, IL-1p e IL-10 em pré-
frontal, amigdala e hipocampo em 24hs, 10 e 30 dias em animais submetidos a sepse e tratados
com DEX e/ou IDA. Pode-se observar que os niveis de IL-6 em pré-frontal (Figura 19) estavam
aumentados no grupo séptico sem tratamento € no grupo tratado com ambos os farmacos
utilizados concomitantemente (CLP+IDA+DEX) em relagdo a Sham, sendo ainda que o grupo
IDA+DEX apresentou-se elevado quando comparado com o grupo que recebeu apenas DEX,
demostrando que IDA foi capaz de bloquear os efeitos de DEX. Aos 10 dias ap6s os tratamentos,
apenas o grupo que recebeu IDA, apresentava-se com niveis de IL-6 aumentados em relacdo a
Sham em pré-frontal. Aos 30 dias ndo houve diferenca estatisticamente significativa em pré-
frontal. Nao houve diferenga estatistica na amigdala (Figura 20) quando se refere a citocina IL-
6 em nenhum dos tempos. J& em hipocampo (Figura 21), os niveis de IL-6 estavam aumentados
no grupo CLP em relagdao a Sham e os grupos que receberam DEX estavam diminuidos quando

comparados ao grupo CLP, tanto em 24 horas quanto em 30 dias.
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Figura 19: Niveis da citocina IL-6 em pré-frontal de diferentes grupos, nos tempos de 24hs, 10 dias e 30 dias apos
tratamento. *diferente de Sham; $ diferente de CLP+ DEX. Dados foram expressos como média+EPM. p<0,05.
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Figura 20: Niveis da citocina IL-6 em amigdala de diferentes grupos, nos tempos de 24hs, 10 dias e 30 dias apos
tratamento. Dados foram expressos como média+EPM. P<0,05.
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Figura 21: Niveis da citocina IL-6 em hipocampo de diferentes grupos, nos tempos de 24hs, 10 dias e 30 dias apos
tratamento. *diferente de Sham; # diferente de CLP. Dados foram expressos como média+EPM. p<0,05.

Quando avaliado a citocina IL-1P, em 24 hs, houve diferenca estatistica apenas em pré-
frontal (Figura 22), onde os grupos sépticos sem tratamento ou tratados com IDA apresentaram
niveis aumentados em relagcdo a Sham. O grupo que recebeu DEX apresentou niveis diminuidos
desta citocina em relagdo a CLP e CLP+IDA+DEX. Aos 10 dias, os grupos que receberam DEX
(CLP+DEX; CLP+IDA+DEX) apresentaram niveis menores desta citocina, quando
comparados ao grupo CLP sem tratamento em todas as estruturas. Em pré-frontal e amigdala
(Figura 23) o grupo CLP estava aumentado em relacdo a Sham. E por fim, apenas em pré-
frontal, o grupo IDA estava diminuido quando comparado a CLP. Quando avaliado esta
citocina 30 dias ap6s os tratamentos, apenas em pré-frontal o grupo IDA ainda mantinha niveis
elevados em relagao a Sham, ndo apresentando diferengas estatisticas aos 30 dias na amigdala

e hipocampo (Figura 24).
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Figura 22: Niveis da citocina IL-1p em pré-frontal de diferentes grupos, nos tempos de 24hs, 10 dias e 30 dias apos

tratamento. *diferente de Sham; # diferente de CLP; $ diferente de CLP+ DEX. Dados foram expressos como
média+EPM. p<0,05.
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Figura 23: Niveis da citocina IL-13 em amigdala de diferentes grupos, nos tempos de 24hs, 10 dias e 30 dias apos

tratamento. *diferente de Sham; # diferente de CLP. Dados foram expressos como média+EPM. p<0,05.
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Figura 24: Niveis da citocina IL-1B em hipocampo de diferentes grupos, nos tempos de 24hs, 10 dias e 30 dias apos
tratamento. # diferente de CLP. Dados foram expressos como média+EPM. p<0,05.
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A citocina anti-inflamatoria IL-10, apresentou-se elevada em 24 horas no grupo que
recebeu apenas DEX em relacdo a Sham, em todas as estruturas: pré-frontal (Figura 25),
amigdala (Figura 26) e hipocampo (Figura 27). E ainda elevada também no grupo DEX quando

comparado a CLP em pré-frontal e hipocampo. Nao houve diferenca significativa desta citocina

em 10 e 30 dias em nenhuma das estruturas.
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Figura 25: Niveis da citocina IL-10 em pré-frontal de diferentes grupos, nos tempos de 24hs, 10 dias e 30 dias apos
tratamento. *diferente de Sham; # diferente de CLP. Dados foram expressos como média+EPM. p<0,05.
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Figura 26: Niveis da citocina IL-10 em amigdala de diferentes grupos, nos tempos de 24hs, 10 dias e 30 dias apos
tratamento. *diferente de Sham. Dados foram expressos como média+EPM. p<0,05.
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Figura 27: Niveis da citocina IL-10 em hipocampo de diferentes grupos, nos tempos de 24hs, 10 dias e 30 dias apods

tratamento. *diferente de Sham; # diferente de CLP. Dados foram expressos como média+EPM. p<0,05.

5.3 ATIVACAO MICROGLIAL

A fim de auxiliar na caracterizagdo da inflamagao cerebral, foi avaliado a ativagao
microglial, através da quantificacdo de células imunopositivas para IBA-1 em hipocampo
(Figura 28). Os animais observados em 24 horas ainda ndo apresentavam uma diferenca na
ativacdo microglial entre os grupos, j& em 10 dias, os grupos CLP e CLP+IDA+DEX

apresentaram uma imunopositividade para IBA-1 elevada em relacdo a Sham, sendo que
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quando tratado concomitantemente com IDA+DEX, a eleva¢ao da ativagdo microglial foi maior
do que quando comparado com os grupos que receberam os farmacos isolados (CLP+DEX/
CLP+IDA). Aos 30 dias, ambos os grupos que receberam IDA mantinham sustentada a

elevacdo da ativagdo microglial em relagdo ao grupo séptico e tratado com DEX.

IBA-1 (Hipocampo)
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CLP + IDA
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Figura 28: Determinacdo de células positivas para IBA-1, em hipocampo, por imuno-histoquimica. As células
imunopositivas aparecem em marrom e foram expressas como porcentagem da area total analisada. n = 5 cada grupo.
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Ampliacdo original 20X. As células imunopositivas foram quantificadas pelo software Imagel. *diferente de Sham; &
diferente de CLP+ IDA; §$ diferente de CLP+ DEX. Dados foram expressos como média+DP. p<0,05.

5.4 QUANTIFICACAO DE GLUTAMATO POR HPLC

Através da técnica de HPLC (High-performance liquid chromatography), foi
quantificado niveis totais de glutamato em pré-frontal, amigdala e hipocampo em animais
submetidos a sepse (CLP) ou sham-operados, e posteriormente tratados com DEX e/ou IDA,
posteriormente foi realizado a eutanasia em 24 horas, 10 e 30 dias ap6s o fim dos tratamentos.
Em pré-frontal (Figura 29), 24 horas, os niveis de glutamato totais estavam aumentados no
grupo CLP+DEX em relagdo a sham e CLP sem tratamento. E o grupo CLP+IDA+DEX
apresentou niveis reduzidos em rela¢do ao grupo CLP+DEX. Aos 10 dias ndo houve nenhuma
diferenca estatistica, ja em 30 dias, pode-se observar um comportamento oposto a 24hs, onde o
grupo DEX apresentou niveis diminuidos de glutamato em relagdo a sham e CLP. E ambos os

grupos que receberam IDA apresentaram niveis aumentados em relacdo ao grupo CLP+DEX.
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Figura 29. Quantificagdo de glutamato por HPLC em pré-frontal apds indugdo de sepse e tratamentos. Os animais foram
submetidos a CLP ou cirurgia simulada (Sham) e 24hs, 10 e 30 dias ap6s a tratamentos os animais foram eutanasiados
e o pré-frontal foi removido para a determinagdo dos niveis de glutamato. N =4 cada grupo. A comparacdo entre grupos
foi realizada através de ANOVA de uma via. *diferente de Sham; # diferente de CLP; $ diferente de CLP+ DEX. Dados
foram expressos como média+DP. P<0,05.

Em relagdo aos niveis de glutamato na amigdala, o perfil apresentado foi semelhante
aos resultados de pré-frontal, sendo que em 24 horas apos tratamentos, o grupo CLP+DEX
demonstrou niveis aumentados de glutamato total, em relagdo ao grupo CLP. Em 10 dias
também ndo houve diferencas estatisticas entre os grupos. E em 30 dias, todos os grupos
sépticos, tratados ou nao, apresentaram niveis elevados de glutamato quando comparado a
sham. O grupo CLP+DEX, estava diminuido em relacdo aos demais grupos CLP, tanto os

grupos com os tratamentos ou sem.
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Figura 30. Quantificacdo de glutamato por HPLC em amigdala apds indugdo de sepse e tratamentos. Os animais foram
submetidos a CLP ou cirurgia simulada (Sham) e 24hs, 10 e 30 dias ap0s a tratamentos os animais foram eutanasiados
¢ a amigdala foi removido para a determinacdo dos niveis de glutamato. N = 4 cada grupo. A comparacdo entre grupos
foi realizada através de ANOVA de uma via. *diferente de Sham; # diferente de CLP; $ diferente de CLP+ DEX. Dados
foram expressos como média+DP. P<0,05.

Em hipocampo, 24 horas apos os tratamentos, novamente DEX apresentou niveis
elevados de glutamato, quando comparado a CLP. O grupo CLP sem tratamento apresentou
niveis diminuidos em relagdo a sham. O grupo CLP tratado apenas com IDA, apresentou-se
elevado em relacao a CLP. Ja o grupo CLP+IDA+DEX, apresentou-se diminuido em relagdo a
sham, CLP+DEX e CLP+IDA. Novamente os niveis de glutamato em 10 dias ndo apresentou
diferencas estatisticas. E em 30 dias, todos os grupos sépticos tratados ou nao, apresentaram
niveis elevados de glutamato, quando comparados a sham, sendo que o grupo DEX, apresentou

niveis diminuidos em relagdo aos demais grupos CLP.
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Figura 31. Quantificacdo de glutamato por HPLC em hipocampo ap6s indugdo de sepse e tratamentos. Os animais foram
submetidos a CLP ou cirurgia simulada (Sham) e 24hs, 10 e 30 dias ap6s a tratamentos os animais foram eutanasiados
e o hipocampo foi removido para a determinacao dos niveis de glutamato. N =4 cada grupo. A comparacao entre grupos
foi realizada através de ANOVA de uma via. *diferente de Sham; # diferente de CLP; & diferente de CLP+ IDA; $
diferente de CLP+ DEX. Dados foram expressos como média+DP. P<0,05.

5.5 NIVEIS PROTEICOS DE BAX, Bcl-2

Niveis das proteinas BAX/Bcl-2 foram mensurados em pré-frontal, amigdala e
hipocampo em 24 horas, 10 e 30 dias apoOs os tratamentos, a fim de investigar o papel da DEX
no balanco entre estas proteinas pro e anti-apoptdticas, envolvidas na permeabilidade da
membrana externa da mitocondria. Os niveis de BAX, proteina pré-apoptdtica, em 24 horas,
demonstraram-se elevados nos animais sépticos, quando comparados aos do grupo controle,

tanto em pré-frontal (Figura 32) quanto em amigdala (Figura 33). E apds o tratamento com
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DEX, esse nivel foi diminuido ao comparar com CLP, sendo também menor que os grupos
sépticos tratados apenas com IDA, ou IDA associado a DEX, tanto em amigdala quanto
hipocampo (Figura 34). Tanto em amigdala e hipocampo, o grupo que recebeu IDA+ DEX,
apresentaram niveis elevados de BAX em relagao a Sham e CLP+DEX, demonstrando assim,
que IDA agiu bloqueando os efeitos anti-apoptéticos da DEX. Em 10 dias apos os tratamentos,
apenas na amigdala o grupo CLP+IDA ainda apresentava niveis elevados de BAX quando
comparado ao grupo CLP+DEX e esta diferenga permeneceu até os 30 dias. Em hipocampo e

pré-frontal ndo houve diferenga significativa entre os grupos nem em 10 e nem em 30 dias.

24H 10 DIAS 30 DIAS
1.5 1.5 1.5
1 Sham
= oLe
g 10 T 5 10 Z 10 =3 CLP+DEX
5g £ £ BB CLP+IDA
%i :%a g BE CLP+IDA+DEX
oot #
= o 0.5 % 0.5 EE 0.5
0.0 0.0- 0.0
Q 2 Q A X
q,&& & & q§v ,‘o"‘j‘ ,ao’f & & & ,;"O &~ qx@" &
& & & & & & S & &
[d < c.-\g
o

Figura 32. Niveis de BAX em pré-frontal apds inducao de sepse e tratamentos. Os animais foram submetidos a CLP ou
cirurgia simulada (Sham) e 24hs, 10 e 30 dias apds a tratamentos os animais foram eutanasiados e o pré-frontal foi
removido para a determinacdo dos niveis de BAX. As imunotransferéncias representativas de amostras individuais de
diferentes animais sdo mostradas. N = 4 cada grupo. As bandas foram quantificadas pelo software ImagelJ. *diferente de
Sham; # diferente de CLP. Dados foram expressos como média+DP. P<0,05.
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Figura 33. Niveis de BAX em amigdala apds indugdo de sepse e tratamentos. Os animais foram submetidos a CLP ou
cirurgia simulada (Sham) e 24hs, 10 e 30 dias ap6s a tratamentos os animais foram eutanasiados e a amigdala foi
removido para a determinacdo dos niveis de BAX. As imunotransferéncias representativas de amostras individuais de
diferentes animais sdo mostradas. n = 4 cada grupo. As bandas foram quantificadas pelo software ImagelJ. *diferente de
Sham; # diferente de CLP; $ diferente de CLP+ DEX. Dados foram expressos como média+DP. p<0,05.
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Figura 34. Niveis de BAX em hipocampo apés indugdo de sepse e tratamentos. Os animais foram submetidos a CLP ou
cirurgia simulada (Sham) e 24hs, 10 e 30 dias apds a tratamentos os animais foram eutanasiados e o hipocampo foi
removido para a determinacdo dos niveis de BAX. As imunotransferéncias representativas de amostras individuais de
diferentes animais sdo mostradas. n =4 cada grupo. As bandas foram quantificadas pelo software ImageJ. # diferente de
CLP; $ diferente de CLP+ DEX. Dados foram expressos como média+DP. p<0,05.

A proteina Bcl-2, ¢ capaz de se ligar a BAX, formando um complexo, impedindo assim
a capacidade de BAX em desempenhar seu papel apoptdtico, sendo assim, Bcl-2 apresenta
caracteristicas anti-apoptoticas. Niveis de Bcl-2, foram medidos nas mesmas estruturas e
tempos. Em 24 horas, em pré-frontal (Figura 35) e hipocampo, os animais sépticos
apresentaram niveis diminuidos de Bcl-2 em relagdo aos animais do grupo controle e em
amigdala e pré-frontal, o grupo séptico que recebeu DEX, conseguiu aumentar os niveis desta
proteina anti-apoptotica, quando comparado aos animais sépticos e sem tratamento. Ainda foi
possivel observar que o grupo CLP+IDA, apresentou-se diminuido em relacdo a Sham, em pré-
frontal e hipocampo (Figura 37), e em relacdo ao grupo CLP+DEX em pré-frontal e amigdala
(Figura 36). J4 o grupo que recebu os dois medicamentos, se comportou de maneira diferente
dependendo da estrutura, ja que em pré-frontal IDA foi capaz de bloquear os efeitos de DEX,
apresentando niveis diminuidos de Bcl-2 tanto em relagdo a Sham quanto DEX, mas na
amigdala, IDA nao foi capaz de bloquear os efeitos benéficos de DEX, uma vez que o grupo
IDA+DEX apresentou niveis elevados de Bcl-2 quanto comparado a CLP e CLP+IDA. 10 dias
apds os tratamentos, apenas pré-frontal ainda apresentava diferencas significativas entre os
grupos, onde os grupos CLP e CLP tratadado apenas com IDA apresentavam niveis menores
da proteina anti-apoptoética, Bel-2, quando comparados com o grupo controle e séptico tratado
com DEX. O grupo que apresentava ambos os medicamentos, obteve indices maiores desta
proteina quando comparado ao grupo que recebeu apenas IDA, demonstrando que nao foi
possivel um total bloqueio de DEX pelo antagonista IDA. Aos 30 dias apds os tratamentos

apenas na amigdala o grupo CLP ainda estava diminuido em relacdo a Sham.
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Figura 35. Niveis de Bcl-2 em pré-frontal apds inducao de sepse e tratamentos. Os animais foram submetidos a CLP ou
cirurgia simulada (Sham) e 24hs, 10 e 30 dias apds a tratamentos os animais foram eutanasiados e o pré-frontal foi
removido para a determinac@o dos niveis de Bel-2. As imunotransferéncias representativas de amostras individuais de
diferentes animais sdo mostradas. n = 4 cada grupo. As bandas foram quantificadas pelo software Image]J. *diferente de
Sham; # diferente de CLP; & diferente de CLP+ IDA; $ diferente de CLP+ DEX. Dados foram expressos como
média+DP. p<0,05.
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Figura 36. Niveis de Bcl-2 em amigdala apds indugao de sepse e tratamentos. Os animais foram submetidos a CLP ou
cirurgia simulada (Sham) e 24hs, 10 e 30 dias ap6s a tratamentos os animais foram eutanasiados e a amigdala foi
removida para a determinagdo dos niveis de Bcl-2. As imunotransferéncias representativas de amostras individuais de
diferentes animais sdo mostradas. n = 4 cada grupo. As bandas foram quantificadas pelo software Image]J. *diferente de
Sham; # diferente de CLP; & diferente de CLP+ IDA; $ diferente de CLP+ DEX. Dados foram expressos como
média+DP. p<0,05.
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Figura 37. Niveis de Bcl-2 em hipocampo apds indugdo de sepse e tratamentos. Os animais foram submetidos a CLP
ou cirurgia simulada (Sham) e 24hs, 10 e 30 dias apds a tratamentos os animais foram eutanasiados e o hipocampo foi
removido para a determinac@o dos niveis de Bel-2. As imunotransferéncias representativas de amostras individuais de
diferentes animais sao mostradas. n = 4 cada grupo. As bandas foram quantificadas pelo software ImagelJ. *diferente de
Sham. Dados foram expressos como média+DP. p<0,05.

5.6 NIVEIS PROTEICOS DE PSD-95

Sabendo que a sepse pode causar danos cognitivos em pacientes sobreviventes, através
de mecanismos de neuroinflamacgao e danos na plasticidade sinéptica, foram dosados niveis da
proteina de densidade pos-sinaptica 95 (PSD-95), com a finalidade de observar a neuroprote¢ao
associada a DEX. Em 24 horas apos os tratamentos, foi observado que os niveis de PSD-95
estavam diminuidos em CLP, comparado a Sham no hipocampo e que em pré-frontal (Figura
38), DEX foi capaz de aumentar os niveis da mesma, quando comparado com o grupo séptico
sem tratamento. Sendo que o grupo que recebeu apenas IDA, apresentava niveis
significativamente menores desta proteina quando comparado ao grupo que recebeu apenas
DEX. Nao houve diferengas significativas na amigdala (Figura 39) em nenhum dos tempos. Ja&
no hipocampo (Figura 40) ambos os grupos que receberam IDA ainda apresentavam niveis

diminuidos desta proteina em relacdo a Sham.
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Figura 38. Niveis de PSD-95 em pré-frontal apds indugao de sepse e tratamentos. Os animais foram submetidos a CLP
ou cirurgia simulada (Sham) e 24hs, 10 e 30 dias apds a tratamentos os animais foram eutanasiados e o pré-frontal foi
removido para a determinac@o dos niveis de Bel-2. As imunotransferéncias representativas de amostras individuais de
diferentes animais sdo mostradas. n =4 cada grupo. As bandas foram quantificadas pelo software ImageJ. # diferente de
CLP; $ diferente de CLP+ DEX. Dados foram expressos como média+DP. p<0,05.
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Figura 39. Niveis de PSD-95 em amigdala apds indug@o de sepse e tratamentos. Os animais foram submetidos a CLP
ou cirurgia simulada (Sham) e 24hs, 10 e 30 dias apds a tratamentos os animais foram eutanasiados e a amigdala foi
removida para a determinagdo dos niveis de Bcl-2. As imunotransferéncias representativas de amostras individuais de
diferentes animais sdo mostradas. n =4 cada grupo. As bandas foram quantificadas pelo software ImagelJ. Dados foram
expressos como médiat+DP. p<0,05.
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Figura 40. Niveis de PSD-95 em hipocampo apds indugdo de sepse e tratamentos. Os animais foram submetidos a CLP
ou cirurgia simulada (Sham) e 24hs, 10 e 30 dias ap6s a tratamentos os animais foram eutanasiados e o hipocampo foi
removido para a determinagdo dos niveis de Bcl-2. As imunotransferéncias representativas de amostras individuais de
diferentes animais sdo mostradas. n = 4 cada grupo. As bandas foram quantificadas pelo software ImagelJ. *diferente de
Sham. Dados foram expressos como média+DP. p<0,05.

5.7 AVALIACAO COMPORTAMENTAL

5.7.1 Comportamento: 10 dias apds os tratamentos

O aprendizado ¢ a memoria foram avaliados através dos testes de esquiva inibitoria,
reconhecimento de novos objetos e habituacdo ao campo aberto, 10 e 30 dias apds os
tratamentos. 10 dias ap0s, foi possivel observar que tanto animais controles quanto os animais
sépticos que receberam DEX foram capazes de reter a memoria de longa duragdo no teste de
esquiva inibitéria (Figura 41), demonstrando uma diferenga significativa no tempo de laténcia

no teste, uma vez que foram capazes de lembrar do choque obtido durante o periodo de treino.



57

J& os animais do grupo CLP, CLP+IDA e CLP+IDA+DEX ndo foram capazes de reter a

memdria, ndo apresentando uma diferenca no tempo de laténcia entre treino e teste.
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Figura 41: Teste de esquiva inibitoria. Em 10 dias apos o tratamento, foi realizado o treino dos animais no aparelho e
24 horas ap0s, realizou-se o teste. Valores expressos como medianatintervalo interquartil, treino e teste comparados
através do teste de Wilcoxon. * p <0,05 versus treino do mesmo grupo.

A memoria dos animais também foi analisada através do teste de reconhecimento de
novos objetos (Figura 42) e assim como no teste de esquiva, apenas os grupos Sham e
CLP+DEX foram capazes de obter indices de reconhecimento significativamente aumentados
no teste em relagdo ao treino, demonstrando que foram capazes de reter a memoria de objetos
apresentados anteriormente. Novamente os grupos CLP, CLP+IDA e CLP+IDA+DEX nao

foram capazes e consolidar a memoria de reconhecimento.
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Figura 42: Reconhecimento de novos objetos. Os animais foram submetidos a sham ou sepse por ligacdo e perfuragéo
cecal (CLP). Em 10 dias apds tratamentos, foi realizado o treino dos animais e 24 horas apds, realizou-se o teste com
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um novo objeto Valores expressos como medianatintervalo interquartil, treino e teste comparados através do teste de
Wilcoxon. *p <0,05 versus treino do mesmo grupo.

Por fim, foi realizado também o teste de habituagdo em campo aberto (Figura 43), que
avalia a memoria de habituacdo, onde os cruzamentos e levantamentos dos animais sao
observados a fim de analisar a exploragdao dos mesmos durante o treino e o teste, realizado com
uma diferenga de 24 horas. Entrando de acordo com os ultimos resultados, ambos os grupos
Sham e CLP+DEX foram capazes de reter a memoria, apresentando numero de cruzamentos e
levantamentos diminuidos no teste em relacdo ao treino. Ja os grupos CLP+IDA e

CLP+IDA+DEX apresentaram diferencas estatisticas em apenas um dos parametros avaliados.
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Figura 43: Habituacdo a campo aberto. Em 10 dias apds a inducdo de sepse, foi realizado o treino dos animais e 24
horas apds foi realizado a sessdo teste e foi comparado as médias do nimero de crossing e as rearing. As barras
representam a média + EPM, calculados por Teste T pareado. *p <0,05 versus treino do mesmo grupo.

5.7.2 Comportamento: 30 dias apos os tratamentos

Assim como em 10 dias, os animais foram avaliados também 30 dias apos os
tratamentos com os mesmos testes. No teste de esquiva inibitoria (Figura 44), os animais do
grupo Sham e CLP+DEX permaneceram apresentando uma diferenca no tempo de laténcia,
demonstrando a preservagdo da memoria, porém o grupo CLP+IDA+DEX, também foi capaz
de apresentar essa diferenga significativa entre treino e teste, hipotetiza-se que IDA nao foi

capaz de bloquear os efeitos neuroprotetores de DEX.



59

Treino
get * * - Teste
5 1504 I
[4h])
it
[y}
-2 100-
o
«@ L
©
— 50 *
1 sz 5 .1 1

Sham cLP CLP+DEX CLP+IDA  CLP+IDA+DEX

Figura 44: Teste de esquiva inibitoria. Em 30 dias apos o tratamento, foi realizado o treino dos animais no aparelho e
24 horas ap0s, realizou-se o teste. Valores expressos como medianatintervalo interquartil, treino e teste comparados
através do teste de Wilcoxon. * p <0,05 versus treino do mesmo grupo.

Entrando de acordo com o padrdo dos resultados avaliados anteriormente, ambos os
grupos controle e sepse tratados com DEX foram capazes de reter a memoria de reconhecimento
(Figura 45), mesmo 30 dias apos o tratamento. J4 os animais sépticos sem tratamento ou
tratados com IDA ndo foram capazes de obter um indice de reconhecimento significativamente

elevado no periodo de teste. Demonstrando assim um déficit ocasionado na memoria.
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Figura 45: Reconhecimento de novos objetos. Os animais foram submetidos a sham ou sepse por ligacdo e perfurago
cecal (CLP). Em 30 dias apds tratamentos, foi realizado o treino dos animais e 24 horas apds, realizou-se o teste com
um novo objeto Valores expressos como medianatintervalo interquartil, treino e teste comparados através do teste de
Wilcoxon. *p <0,05 versus treino do mesmo grupo.

A memoria de habituagdo (Figura 46) foi também avaliada 30 dias ap6s os tratamentos
e novamente os grupos Sham e CLP+DEX foram capazes de demonstrar diferengas
significativas entre treino e teste, tanto no numero de levantamentos quanto de cruzamentos,
reforgando a capacidade destes animais em reter memoria. Aos 30 dias, o grupo CLP+IDA

apresentou diferenca estatistica apenas no numero de levantamentos.
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Figura 46: Habituagdo a campo aberto. Em 30 dias ap6s a indug@o de sepse, foi realizado o treino dos animais e 24
horas apds foi realizado a sessdo teste comparado as médias do numero de crossing e as rearing. As barras representam
a média + EPM, calculados por Teste T pareado. *p <0,05 versus treino do mesmo grupo.

5.8 SOBREVIVENCIA

Segundo a Figura 47, o percentual de sobrevivéncia dos animais submetidos a sepse
e ndo tratados foi cerca de 50%, sendo este o grupo que apresentou a maior mortalidade. J& o
grupo séptico tratado apenas com IDA a sobrevivéncia foi um pouco maior, em torno de 55%.
Seguido entdo dos grupos CLP+ DEX e CLP+IDA+DEX, que apresentaram indices de
sobrevivéncia semelhantes ao final dos 10 dias, cerca de 60%, porém do 5° ao 9° dia, a
sobrevivéncia do grupo DEX se apresentava maior em relagdo ao grupo DEX+IDA. Enquanto
nos animais dos grupos sham, a taxa ficou em cerca de 90%, representando o grupo com menor
mortalidade, como o esperado, sendo o percentual de sobrevivéncia significativemente maior

do que todos os grupos CLP, com ou sem tratamentos.
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Figura 47: Representagdo grafica da curva de sobrevivéncia. Curva de sobrevivéncia de tempos de Kaplan-Meier apos
a inducdo da sepse. Os dados foram analisados por log-rank. p<0,05.

ETAPA 11— TRATAMENTO TARDIO (15 DIAS APOS INDUCAO DE SEPSE)

A fim de observar se a DEX ¢ capaz de proteger contra os danos cognitivos causados
pela sepse, mesmo com um tratamento tardio e ndo concomitante com o desenvolvimento agudo
da doenca, foram realizados testes comportamentais e foi também realizado a avaliagao da
ativacdo microglial através de imuno-histoquimica de IBA-1. Para isto, foi realizado a indugao
de CLP nos animais, porém o tratamento com IDA e/ou DEX foi realizado somente 15 dias
apods a inducdo da doenga. Desta maneira foi avaliado comportamento logo apds o fim do

tratamento e também 30 dias ap6s a indugdo da sepse.

5.9 AVALIACAO COMPORTAMENTAL (TRATAMENTO TARDIO)
5.9.1 Comportamento logo apos os tratamentos

A memoria aversiva foi testada logo ap6s o fim dos tratamentos, que tiveram inicio
apenas 15 dias apds a sepse. Na tarefa de esquiva inibitoria (Figura 48) apenas o grupo CLP
sem tratamento nao foi capaz de recuperar a memoria de habitua¢ao. Sendo que os grupos Sham
e os grupos que receberam DEX apresentaram maiores tempos de laténcia na sessdo teste,
apesar de que o grupo CLP+IDA também tenha apresentado resultados significativamente

diferentes entre treino e teste.
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Figura 48: Teste de esquiva inibitoria. Logo ap6s o tratamento em 15 dias, foi realizado o treino dos animais no aparelho
e 24 horas ap0s, realizou-se o teste. Valores expressos como medianatintervalo interquartil, treino e teste comparados
através do teste de Wilcoxon. * p <0,05 versus treino do mesmo grupo.

Ja quando avaliado a memoria de reconhecimento (Figura 49), o mesmo padrao anterior
foi observado, onde apenas os grupos controle ¢ CLP+DEX foram capazes de apresentar um

aumento no indice de reconhecimento, demonstrando uma preservacao desta memoria.
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Figura 49: Reconhecimento de novos objetos. Os animais foram submetidos a sham ou sepse por ligacdo e perfuragdo
cecal (CLP). Logo apos tratamentos em 15 dias, foi realizado o treino dos animais e 24 horas apds, realizou-se o teste
com um novo objeto. Valores expressos como mediana+intervalo interquartil, treino e teste comparados através do teste
de Wilcoxon. *p <0,05 versus treino do mesmo grupo.

Na tarefa de habituag@o a campo aberto (Figura 50), realizada logo ap6s o tratamento
tardio, o grupo Sham e curiosamente o0 CLP+IDA apresentaram diferencas estatisticas entre
treino e teste em ambos os parametros avaliados € o grupo DEX apenas no numero de

levantamentos.
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Figura 50: Habituag@o a campo aberto. Logo apds o fim do tratamento em 15 dias, foi realizado o treino dos animais e
24 horas apos foi realizado a sessdo teste e comparado as médias do nimero de crossing e as rearing. As barras
representam a média + EPM, calculados por Teste T pareado. *p <0,05 versus treino do mesmo grupo.

5.9.2 Comportamento 30 dias apos sepse

Foram avaliados também os mesmos testes comportamentais, 30 dias apds a indugdo da
sepse, com tratamento em 15 dias pos sepse. Quando avaliado o teste de esquiva inibitoria
(Figura 51) ambos Sham e CLP+DEX, novamente confirmaram a retencdo da memoria, por

aumentar o tempo de laténcia entre as sessoes treino e teste.
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Figura 51: Avaliacdo da memoria aversiva, através das médias do tempo de laténcia, entre as sessdes treino e teste.
Valores expressos como mediana+intervalo interquartil, treino e teste comparados através do teste de Wilcoxon *p<0,05
vs treino do mesmo grupo.

Ao avaliar a memoria de reconhecimento (Figura 52), novamente os grupos Sham e
CLP+DEX foram capazes de reter a memoria de reconhecimento e assim aumentar os indices
de reconhecimento entre sessoes treino e teste, demonstrando que mesmo com tratamento

tardio, DEX ainda ¢ capaz de agir a favor da prote¢do a memoria.
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Figura 52: Avaliagdo de memoria de reconhecimento 30 dias apds sepse com tratamento tardio, através do indice de
reconhecimento entre as sessdes treino e teste. Valores expressos como mediana+intervalo interquartil, treino e teste
comparados através do teste de Wilcoxon *p<0,05 vs Treino do mesmo grupo.

Para finalizar, foi avaliado o teste de habituacdo a campo aberto (Figura 53) 30 dias apds
sepse, com tratamento tardio e pode-se observar que novamente os grupos Sham e CLP+DEX
foram capazes de reter a memoria de habituagdo em ambos os parametros avaliados, porém os
grupos IDA e IDA+DEX foram capazes de apresentar diferencas estatisticas significativas entre

sessdo treino e teste em apenas um dos parametros, no nimero de levantamentos.
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Figura 53: Avaliacdo de memoria de habituagdo 30 dias apos sepse com tratamento tardio, entre as médias do tempo de
numero de crossing e rearing entre as sessoes treino e teste. Valores expressos como média+erro padrdo da média.
Sessdo treino e teste comparadas por Teste t pareado *p<0,05 vs Treino do mesmo grupo.
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5.10 ATIVACAO MICROGLIAL (TRATAMENTO TARDIO)

Apos verificar os testes comportamentais, foi realizado também a imuno-histoquimica
de IBA-1 (Figura 54) em hipocampo de ratos tratados ou ndo com DEX e/ou IDA, logo apds o
tratamento tardio e 30 dias ap6s a indug@o da sepse, com tratamento também tardio. E foi
possivel observar que logo apds o tratamento, o grupo CLP, CLP+IDA e CLP+IDA+DEX ainda
mantinham um niimero de células imunopositivas para IBA-1 aumentadas em relagdo ao grupo
controle e ao grupo que recebeu DEX. E que 30 dias apos a sepse, apenas o grupo CLP ainda
mantinha estes niveis elevados, comprovando que mesmo ap6s 30 dias ainda ocorre ativagao

microglial pos sepse

IBA-1 (Hipocampo)

Logo apés tratamentos 30 dias apés sepse
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Figura 54: Determinagdo de células positivas para IBA-1, em hipocampo, por imuno-histoquimica. (A) logo apods
tratamentos; (B) 30 dias apods sepse. As células imunopositivas aparecem em marrom e foram expressas como
porcentagem da area total analisada. n = 5 cada grupo. Ampliacdo original 20X. As células imunopositivas foram
quantificadas pelo software ImagelJ. *diferente de Sham; # diferente de CLP; § diferente de CLP+ IDA; & diferente de
CLP+ DEX. Dados foram expressos como média+DP. p<0,05.

Resumo dos resultados nos anexos C, D, E, F e G.
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6 DISCUSSAO

A sepse ¢ uma doenga que apresenta altos indices de mortalidade e aqueles pacientes
que sobrevivem acabam por desenvolver danos cognitivos que culminam em uma piora na
qualidade de vida dos mesmos (Iwashyna et al., 2010). A encefalopatia séptica pode estar
presente em mais de 70% dos pacientes e tem sido descrita como um evento que pode contribuir
para a ocorréncia de déficit cognitivo prolongado (Tauber et al., 2020). Visto isso, este estudo
buscou compreender o papel da DEX, um farmaco clinicamente disponivel, com a finalidade
de avaliar a capacidade deste medicamento em reduzir alteragdes cognitivas sabidamente
causadas pela sepse, compreender melhor a fisiopatologia da doenca, bem como facilitar a

transi¢do para a pratica médica.

Estudos recentes vém apontando os efeitos benéficos deste medicamento através da
sua ligacdo com o receptors a2-adrenérgicos (Weng et al., 2019; Mei et al., 2021; Zhang et al.,
2021). Dentre os efeitos estudados em relacdo ao uso da DEX, destaca-se a propriedades anti-
inflamatorias (Zamani et al., 2016), antioxidante (Sahin et al., 2013), acdo neuroprotetora (Zhou
et al., 2018), diminui¢do de Delirium e consequente diminui¢do do tempo de internagao (Duan
et al., 2018), capacidade de regular vias apoptoticas (Zhang et al., 2020) e ainda contribuir para
redugdo de disfuncao cognitiva (Mei et al., 2021).

A DEX ¢ um potente agonista de receptores a2-adrenérgicos, desta maneira sao
capazes de se ligarem fortemente a este receptor, possuindo uma razao de 1600:1 em relagdo a
sua ligacdo com os receptores al-adrenérgicos e desencadeiam respostas benéficas através
desta ligacdo, culminando na diminui¢do na libera¢do de noradrenalina e glutamato na fenda
sinaptica (Chen et al., 2018). Os receptores a2-adrenérgicos, podem ser divididos em trés
subtipos, 024, 2B € 2¢. Porem apenas os receptores 024 € a2¢ estdo envolvidos no mecanismo
de feedback negativo que regula a liberagao pré-sinaptica de neurotransmissores nos nervos
adrenérgicos (Philipp et al., 2002). Os receptores a2 estdo ligados a sedagdo, ansiolise,
analgesia, vasodilatacdo e neuroprotecdo, os a2g com a vasoconstricdo, analgesia espinhal e
aumento de diurese, ja os a2c com sedagdo, cognigao, processamento sensorial ¢ humor (Bulow
et al (2014). No presente estudo, foi dosado através da técnica de PCR, a expressdao de
recepotores 024 € a2¢c, que sdo os subtipos que apresentam uma correlacio direta com os efeitos
de neuroprotecdo e cognicdo, uma vez que estes parametros sdo alterados durante o curso da

sepse (Tauber et al., 2021). Posteriormente estes efeitos foram também explorados através de
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outras técnicas, a fim de melhor compreender a relagdo do farmaco utilizado e as consequéncias

clinicas da sepse.

Ambas expressoes dos receptores a2a e a2c-adrenérgicos apresentaram-se sem
diferengas entre os grupos nos tempos de 24 horas e 30 dias, apenas em 10 dias houve diferenca
estatistica significativa em ambos os receptores. Nos receptores 02a, relacionados a
neuroprote¢do, os grupos que receberam algum tipo de tratamento, apresentaram niveis
diminuidos da expressdo deste receptor em todas as estruturas avaliadas, podendo ser um
indicativo de que em 24 horas ainda ndo havia um nimero de ligacdes suficientes para que
ocorresse uma diminui¢do da expressao dos receptores, como ocorreu em 10 dias. Em 30 dias,
as expressoes do receptor ja retornaram a normalidade, ndo apresentando diferengas entre os
grupos. O mesmo padrao foi observado com os receptores a2c, relacionados a cogni¢ao, ja que
em 10 dias, apenas os grupos que receberam doses de DEX apresentaram expressdes diminuidas
em relacdo aos demais grupos. Demonstrando assim, a potente ligacdo da DEX com estes

receptores, que culmina em respostas duradouras, tanto a nivel celular quanto clinico.

A patogénese da sepse esta fortemente ligada ao aumento da produgdo de citocinas
pré-inflamatorias como IL-6, IL-1B, TNF-a (Janeway,Travers et al., 2014), o que acarreta a
ativacdo microglial, com consequente exacerbacao da produgao destas mesmas citocinas, o que
culmina em danos cognitivo de aprendizagem e comprometimento de memoria (Liu et al.,
2012). Diversos estudos com DEX vém demonstrando sua eficacia em suprimir mediadores
inflamatorios envolvidos neste processo. Kawasaki et al (2013) em seu experimento in vitro,
demonstrou que DEX exerce efeitos anti-inflamatorios através de sua ligagdo com receptores
a2-adrenérgicos, desencadeando a inibi¢do de NF-kf e redugao dos niveis de IL-6, TNF-a, IL-
8 e HMGBI. Yuan et al (2017), em seu estudo sobre isquemia/reperfusdo, demonstrou que
DEX na dose de 50 ug/kg foi capaz de prevenir danos neuroldgicos, diminuir a atividade de
enzimas pro-oxidantes como a mieloperoxidase e tembém malondialdeido e diminuir niveis de
citocinas pro inflamatorias (IL-6 ¢ TNF-a) no plasma. O mecanismo protetor de DEX foi
também avaliado em um modelo de lesdao renal aguda induzida por LPS, onde foi observado
que DEX na dose de 30ug/kg foi capaz de inibir a ativacdo de NF-kp, fosforilacdo de I-Kappa
B (IkB), bem como as expressdes de proteinas associadas ao inflamassoma NLRP3 e ativagao
consecutivade IL-18 e IL-1PB (Yao et al., 2019). Em um estudo sobre privagao de sono, animais

que utilizaram DEX foram capazes de suprimir mediadores inflamatorios (TNF-a e IL-6),
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reduzir expressdo de IBA-1 e apresentaram uma melhora na aprendizagem espacial e memoria
de curto prazo (Hwang et al., 2019). De acordo com Ji et al (2017) DEX reduz a produgao
destas citocinas inflamatorias através da inibicdo da via de sinalizagdo TLR4/NF-KB/p65 em
um modelo de monoartrite em ratos. A administracio de DEX via ativagdo de o2-
adrenoreceptores em ratos durante o curso da inflamagao foi capaz de prevenir neuroinflamagao
hipocampal, diminuir a superexpressdo de TLR4 na micréglia, com consequente melhora na

funcdo cognitiva (Yamanaka et al., 2016).

Devido aos fortes indicios da DEX ser capaz de reduzir citocinas inflamatérias que
estdo elevadas na sepse, no presente trabalho foi analisado a expressdo das citocinas pro-
inflamatorias IL-6 e IL-1pB e da anti-inflamatéria IL-10, 24 horas, 10 e 30 dias apos a
administracdo de DEX. Com relagdo aos niveis séricos, como esperado as citocinas IL-6 e IL-
1B estavam aumentadas em 24 horas em animais sépticos. DEX conseguiu diminuir os niveis
de IL-6, porém IDA também foi capaz de causar essa diminui¢do. Em 10 dias, apenas IL-1f3
ainda apresentou diferengas significativas, onde CLP apresentava ainda indices aumentados em
relacdo ao grupo tratado com DEX sozinho ou associado a IDA. Aos 30 dias apos os
tratamentos, as citocinas ja voltaram a niveis basais. Ja os niveis de IL-10, citocina anti-
inflamatoria, estavam diminuidos em ambos os grupos que receberam IDA, em 24 horas e este

resultado foi estendido até 10 dias. Entrando em acordo com dados de Michels et al (2020), que
demonstrou a cinética de citocinas de animais sépticos, onde niveis de TNF-a, IL-6 ¢ IL-1p ja

estdo alterados em 24 horas, permanecem aumentados até 10 dias apods sepse, voltando aos

niveis basais em 30 dias.

Quando dosadas estas citocinas em hipocampo, pré-frontal e amigdala, foi observado
que cada estrutura apresentou diferencgas tanto em questdo de qual citocina apresentava-se
alterada, quanto ao tempo avaliado. Em pré-frontal, houve aumento das citocinas pro-
inflamatérias em 24 horas no grupo séptico ¢ DEX foi capaz de diminuir, assim como IDA
aumentou estes niveis, sendo que permaneceram elevados ou até 10 dias (IL-6) ou até 30 dias
(IL-1B). No hipocampo, também ocorreu o aumento de IL-6 no grupo sepse tanto em 24 horas
e em 30 dias. Aos 10 dias a DEX conseguiu diminuir niveis de IL-1p, e aos 30 dias de IL-6. Ja
na amigdala a diferenga ocorreu apenas aos 10 dias, onde IL-1f estava elevado no grupo sepse
e os grupos que receberam DEX conseguiram diminuir os niveis desta citocina pro inflamatoéria.

De maneira geral observou-se o aumento de citocinas pro-inflamatorias em CLP divergindo em
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qual tempo e qual citocina dependendo da estrutura analisada, bem como a diminui¢do das
mesmas quando utilizado DEX. IDA parece contribuir para o aumento de citocinas
inflamatérias. Quanto a citocina anti-inflamatoria IL-10, DEX foi capaz de aumentar esta
citocina em 24 horas em todas as estruturas avaliadas, sem apresentar diferencas em 10 e 30

dias.

A microglia ativada ¢ o principal regulador da neuroinflamagdo no SNC através da
producao e liberagdo excessiva de citocinas proinflamatodrias e glutamato (Norden et al., 2013;
Perry et al., 2014). Uma vez que o aumento de citocinas pro-inflamatérias causa ativagao
microglial (Giulian et al., 1988) e esta por sua vez esta relacionada ao surgimento de danos
cognitivos (Jeohn et al., 1988), principalmente em hipocampo, estrutura altamente ligada a
memoria e cognicao (Tancredi et al., 1990; Nemni et al., 1992), foi quantificado a ativacao de
IBA-1, através de imuno-histoquimica, com intuito de avaliar a ativacdo microglial em 24
horas, 10 e 30 dias. Em 24 horas ndo houve diferencas em relacdo a imunopositividade das
células para IBA-1. Em 10 dias, o grupo séptico e o grupo IDA+DEX apresentaram aumento
da imunopositividade e em 30 dias ambos os grupos que receberam IDA, estavam elevados em
relagcdo ao grupo DEX. Com relagao etapa II, também foi realizado a quantificagao da ativagao
microglial através de IBA-1, tanto quando avaliado logo apds o tratamento quanto 30 dias ap6s
sepse, a imunopositividade de IBA-1 em CLP demonstrou-se aumentada em relagdo ao grupo
Sham. Logo apds o tratamento tardio, os dois grupos que receberam IDA apresentavam uma
ativacdo microglial aumentada em relacio a sham. J& em 30 dias s6 houve diferenca
significativa entre sham e clp, os grupos tratados ndo apresentaram diferencas significativas em
relacdo aos demais grupos. Desta maneira fica evidente que a sepse causa aumento na ativacao
microglial, apesar de que em 24 horas ainda ndo foi possivel observar este fato. Diversos
estudos j& demonstraram a capacidade deste medicamento (DEX) em diminuir a ativagao
microglial, tanto in vitro quanto in vivo (Xu et al., 2010; Zhou et al., 2014; Li el al., 2021; Yeh
etal., 2018). Como por exemplo, um estudo de Ta Na et al (2022), realizado com camundongos
submetidos a lesdo na medula espinhal por isquemia/reperfusdao, DEX foi capaz de acelerar a
degradacao de HMGBI, permitindo a inibi¢ao da ativagao microglial. Conforme Li et al.,
(2021), agonistas dos receptores a2-adrenérgicos, como por exemplo a DEX, sdo capazes de
conduzir uma mudang¢a no fendtipo microglial M1, pré-inflamatorio, para M2, anti-

inflamatoério. E de acordo com Michels et al (2020), a polarizagdo microglial M1, pode causar
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ativacao microglial e em contrapartida, o fenotipo M2 pode apresentar papel de recuperacao a

longo prazo.

Sabendo que a ativacdo microglial esta ligada ao desenvolvimento da neuroinflamacao
e por consequencia acarreta danos neurologicos e comportamentais (Lynch et al., 2010), foi
avaliado a memoria e aprendizado destes animais através dos seguintes testes comportamentais:
habituacdo a campo aberto (memoria de habituagdo), reconhecimento de novos objetos
(memoria de reconhecimento) e esquiva inibitéria (memoria aversiva), nos tempos de 10 e 30
dias ap6s os tratamentos. Segundo Lynch (2010), o aumento de citocinas inflamatérias no
cérebro afeta profundamente o comportamento, especificamente afetando a aprendizagem
depedente de hipocampo e Moore et al (2009) afirmam que a ativacdo microglial €
acompanhada de efeitos negativos comportamentias. De acordo com Goshen e Yirmiya (2009),

IL-1PB ¢ capaz de modular o comportamento exploratorio e interagao social.

Em um estudo de Zhang et al (2019), DEX foi capaz de melhorar a memoria e
aprendizagem espacial em filhotes de ratos, promovendo neurogénese hipocampal e
plasticidade sinaptica. No estudo de Su et al (2015), realizado com ratas gravidas, DEX foi
capaz de aliviar o comprometimento da aprendizagem espacial e habilidades de memoria destas
ratas adultas. Assim como Zhang et al (2016), demonstrou que DEX ¢ capaz de melhorar
significativamente a capacidade exploratéria de ratos, resultando na melhora de parametros
cognitivos ¢ Hwang et al (2019) demonstraram uma melhora na memoria de curto prazo e
aprendizagem especial em modelo de privacao de sono. Goyagi (2019), em seu estudo de
neurodegeneragdo causada por sevoflurano em ratos neonatos, apontou que o tratamento com
DEX melhorou fungdo cognitiva, aumentou o nimero de neurdnios intactos no cortex,
hipocampo e amigdala na vida adulta, indicando que DEX ¢ capaz de atenuar a
neurodegeneracao induzida por sevoflurano. Outros estudos utilizando isofurano (Li et al.,
2014; Sanders et al., 2010), também demonstraram a capacidade de DEX em aliviar a
neuroapoptose e diminuir disfun¢des cognitivas causadas pela exposicdo ao isoflurano. De
acordo com Yamanaka et al (2016) o tratamento com DEX durante a ativagdo imune, pode
prevenir a neuroinflamagdo hipocampal induzida pela inflamagdo sist€émica, assim como
diminuir a super expressdo de TLR-4 na microglia e consequentes disfungdes cognitivas e que

estes efeitos sdo mediados através da ligacdo de DEX com os receptores a2a-adrenérgicos.
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Em relacdo aos dados comportamentais foi observado que aos 10 dias, a memoria
aversiva e de reconhecimento foi mantida nos grupos Sham e no grupo séptico que recebeu
DEX. J& no teste de habituagdo, o mesmo ocorreu com estes grupos mencionados
anteriormente. Porém os dois grupos que receberam IDA, foram capazes reter, porém apenas
parcialmente a memoria de habituagdo, uma vez que pelo menos o parametro de levantamentos
foi mantido. O grupo CLP como esperado nao conseguiu reter estas memorias, como esperado.
Em 30 dias, novamente os grupos Sham e CLP+DEX foram capazes de reter as memorias de
habituacao, reconhecimento e mamoria aversiva. Ja o grupo sepse sem tratamento nao foi capaz
de reter memoria em nenhum dos testes realizados. Ja no teste de habituagdo, o grupo que
recebeu IDA, novamente teve o pardmetro de levantamentos diferente entre treino e teste,
mostrando a memoria parcialmente adquirida neste grupo. No teste de esquiva inibitdria, IDA
nao foi capaz de bloquear os efeitos benéficos de DEX, uma vez que o grupo IDA+DEX foi
capaz de apresentar diferencas estatisticas no tempo de laténcia, demonstrando reter a memoria
aversiva. Em relagdo aos testes comportamentais de maneira geral, foi observado a retengdo de
memoria tanto no grupo saudavel, quanto no grupo que recebeu DEX e o0 mesmo nao pode ser
observado no grupo sepse sem tratamento. Em relagdao a IDA, o bloqueio da DEX pareceu de
forma parcial, uma vez que em alguns parametros avaliados ele nao foi capaz de reverter os

efeitos benéficos da DEX.

Na etapa II, onde foi utilizado o tratamento de maneira tardia, 15 dias apds o inicio da
sepse, 0s mesmos testes comportamentais foram realizados, a fim de avaliar se a administragdo
de DEX mesmo apds sua fase aguda, poderia trazer efeitos benéficos em relacdo a cognicao e
memoria. Foram realizados testes comportamentais em dois momentos: logo ap6s o fim do
tratamento, que foi realizado durante trés dias consecutivos, 15 dias ap6s inducdo da sepse e
também 30 dias apds a indugdo da doenca. Foi observado que nos trés testes avaliados: esquiva
inibitdria, reconhecimento de novos objetos e habituagdo a campo aberto, como esperado os
grupos sham foram capazes de preservar a memdoria, ndo acontecendo 0 mesmo com 0s grupos
CLP sem tratamento. Em relagao a utilizacdo de DEX, nas tarefas de esquiva e reconhecimento,
DEX foi capaz de preservar a memoria, porém quando avaliado a memoria de habituagdo, esta

so foi recuperada parcialmente.

Em relagdo a utilizagcdo de IDA, curiosamente, este foi capaz de auxiliar a memoria

nos testes de esquiva inibitoria e memoria de habituacdo. Apesar do idazoxan ser um
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antagonista dos receptores o2-adrenérgicos, este medicamento ¢ capaz também de se ligar nos
receptores de imidazolina do tipo 2 (I2), com forte afinidade (Regunathan et al., 1996). Pouco
se sabe sobre os mecanismos de transdugdo relacionados ao receptor I, porém em estudos de
Maiese et al (1992) e Gustafson et al (1990) com ratos, o tratamento com IDA, foi capaz de
proteger o cérebro de isquemia focal, sendo que este efeito ndo ¢ observado ao utilizar
antagonistas seletivos do receptor a2-adrenérgico. Desta maneira pode-se explicar o fato do
tratamento com IDA, em alguns pardmetros demonstrar efeitos diferentes dos esperados em
relagdo a um antagonista de receptores a2-adrenérgicos, uma vez que podem estar se ligando
em outros receptores, como I> e desencadear respostas diferentes. Principalmente em doses mais
altas, 1,5 a 4,0 mk/kg, IDA foi capaz de atenuar lesdo na medula espinhal, através da ativacao
de astrocitos e reducdo da ativagdo microglial (Wang et al., 2009). Em um estudo de Newman-
Tancredi et al., (1998), que avaliava as acdes dos ligantes dos receptores a2-adrenérgicos,
apenas o antagonista atipamezole ¢ o agonista dexmedetomidina apresentam alta preferéncia

pelos receptores a2-adrenérgicos.

Ainda na etapa II, também foram avaliados os mesmos testes comportamentais 30 dias
apo6s indugdo de sepse, com tratamento tardio. Concordando com dados anteriores, os grupos
sham conseguiram consolidar a memoria, diferentemente do grupo CLP ndo tratado, em todos
os testes comportamentais avaliados. DEX foi capaz de preservar a memoria também em todos
os testes realizados. Os grupos que receberam IDA nao foram capazes de preservar memoria
aversiva ¢ nem de reconhecimento, mas conseguiram consolidar parcialmente a memoria de
habituacdo. Nos grupos que receberam os dois firmacos concomitantemente, IDA nao foi capaz
de bloquear os efeitos benéficos de DEX nas tarefas de esquiva inibitdria, e apenas parcialmente
na tarefa de habituagdo a campo aberto. Demonstrando assim os efeitos protetores de DEX em
relagdo a memoria, e demonstrando que IDA ¢ capaz de bloquear apenas parcialmente os efeitos

de DEX.

Além de causar aumento de citocinas pro inflamatdrias, provocar ativacao microglial
e causar danos comportamentais, a sepse ¢ caracterizada por apresentar uma hiperativagao
simpatica e liberagdo exacerbada de noradrenalina e glutamato na fenda sinaptica (Zhang et al.,
2020). Especialmente as citocinas de resposta aguda, TNF-o e IL-1p sdo associadas com
apoptose neuronal e diminuicao de LTP (Wilson et al., 2002; Lynch et al., 2010). O glutamato

¢ um aminoacido presente no SNC e ¢ associado a diversos eventos através da sua
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neurotransmissdo, tanto fisiologicos quanto patologicos como AVE, trauma, doengas
neurodegenerativas (Attwell et al.,2000; Petroff et al., 2002). E capaz de regular a indugio ou
extin¢ao de sinapses, morte celular e estd implicado nos processos de aprendizagem, cogni¢ao
e memoria (Danbolt et al., 2001; Sarichelou et al., 2008). O aumento de glutamato em tecido
cerebral presente na sepse (Kurtz; 2016), pode contribuir para apoptose neuronal (Tseng et al.,
2010). Apesar deste neurotransmissor ser essencial para a formac¢ao de memoria, o seu aumento
exacerbado, conhecido como excitotoxicidade glutamatérgica, ¢ um evento que acarreta

diversas doencgas neurologicas e transtornos psiquiatricos (Valli et al., 2014).

Os neurotransmissores, como por exemplo o glutamato, sdo armazenados em vesiculas
pré-sinapticas, € em um cérebro saudavel sua liberagao e captacao sdo estritamente controlados
e dependentes de energia (Janke e Samra, 2006). De acordo com Palmieri et al (2017), a
neuroinflamag¢do e o aumento da neurotransmissao glutamatérgica excitatoria, leva a uma crise
bioenergética e disfuncao cerebral. Em um estudo de Kurtz et al (2019) com suinos, a sepse foi
induzida e posteriormente avaliado niveis extracelulares de glutamato e glutamina através de
microdidlise cerebral, e 6 horas pds sepse, foi demonstrado um aumento no ciclo glutamato-
glutamina. Os resultados deste estudo sugerem que nas horas iniciais da sepse ha um aumento
exacerbado de glutamato, levando ao aumento da demanda metabolica cerebral e que isto
poderia aumentar a vulnerabilidade, acarretar insuficiéncia energética e disfun¢do cerebral

aguda.

Desta maneira, acredita-se que a DEX desenvolva seus efeitos neuroprotetores e anti
apoptoticos, provavelmente através da mediagao pelos receptores a2-adrenérgicos, uma vez que
estes demonstram efeitos simpaticoliticos, com diminui¢ao da liberagao de glutamato na fenda
sinaptica. De acordo com Dutta et al (2001), DEX ¢ capaz de agir nos receptores o2-
adrenérgicos e causar supressao da excitacdo de nervos simpaticos. Segundo Stout et al (1998),
a abertura de canais de NMDA por glutamato durante longos periodos faz com que aumente a
concentracdo de Ca™ no interior dos neurdnios e leve a morte celular. De acordo com
Goldeberg et al (1993), DEX é capaz de reduzir concentragdes intracelulares de Ca*? e em
estudos realizados com culturas de células expostas a hipoxia, demonstrou também a redugao
da concentragio intracelular de Ca*? mediado pelo receptor NMDA, o que oferece protecio

contra morte neuronal excitotoxica (Bickler et al., 1996; Talke et al., 1996, Petzelt et al., 2004).
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Devido estas evidéncias, foi dosado niveis de glutamato em pré-frontal, hipocampo e
amigdala, com a finalidade de avaliar se DEX ¢ capaz de modular niveis de glutamato na sepse,
e desta forma regular vias apoptoticas, que foi posteriormente avaliada através da quantificagdo
de BAX e Bcl-2, proteinas relacionadas a apoptose. Através da técnica de HPLC, foi medido
os niveis totais de glutamato contidos em cada estrutura cerebral posteriormente mencionadas.
Os resultados obtidos em 24 horas demonstram que o grupo que recebeu DEX apresentou niveis
aumentados de glutamato nos trés tecidos cerebrais avaliados, podendo indicar que através do
seu mecanismo de feedback negativo, esteja reduzindo a liberagdo de glutamato na fenda
sindptica e que desta maneira poderia estar auxiliando a retomada dos niveis de glutamato a
niveis fisiologicos e assim contribuir para reducao dos danos causados pela sepse, uma vez que
nas horas iniciais da sepse a liberacao exacerbada de glutamato leva a um desbalanco no ciclo
glutamato/glutamina, com posterior reducao de glutamato e aumento da demanda metabolica.
Aos 10 dias nao houve diferencgas estatisticas. Ja em 30 dias, os resultados obtidos foram
contrarios aos observados em 24hs, com aumento de glutamato nas estruturas avaliadas do
grupo CLP e diminui¢ao no grupo que recebeu DEX. O cenario instalado aos 30 dias pos sepse
difere das 24 horas, uma vez que tardiamente a inflamagao aguda e exacerbada ja se desinstalou
e da espago para uma inflamagao de baixo grau (Boomer et al., 2014), sendo assim a diminuigao

de glutamato pela DEX pode demonstrar uma possivel neuroprotecao.

O efeito neuroprotetor da DEX tem sido atrelado a sua capacidade de regular o balango
entre as proteinas pré e anti apoptéticas (Engelhard et al., 2008), uma vez que consegue
diminuir a liberagcdo de noradrenalina e glutamato na fenda sinaptica e desta maneira regular
vias apoptoticas, interferindo na expressao de proteinas como BAX e Bcl-2 (Shu et al., 2014).
A proteina Bcl-2 ¢€ responsavel por promover repressdo de morte celular programada, inibindo
a translocacdo do citocromo-c, bloqueando a ativagdo de caspases e consequentemente do
processo de apoptose (Kluck et al., 1997). Ja a proteina BAX, ¢ uma proteina atrelada a
promocao da apoptose, que através de sua sinalizagdo ativa o sistema caspase (Engelhard et al.,
2003; Ying Yuen et al., 2010). Apesar de serem proteinas com fungdes divergentes e que em
pH normal a proteina Bcl-2 possa inibir a atividade de BAX, em um estudo de Patel et al.,
(1998) foi mostrado que esta interacdo entre ambas as proteinas ndo € obrigatoriamente

necessaria para o funcionamento das mesmas. Além disto, estudos com células mieloides ou
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linfoéides que superexpressam Bcl-2, promoveram uma melhor sobrevivéncia em camundongos

submetidos a sepse através da técnica de CLP (Hotchkiss et al., 2000).

Estudos vém apontando a capacidade da DEX em relugar a via apoptotica. Em um
modelo de neuroinflamag¢do induzida por LPS, o pré-tratamento com DEX diminuiu TNF-a,
MCP-1, IDO1, iNOS e niveis de mRNA de caspase-3 e aumentou expressdo de Bcl-2, proteina
anti-apoptotica (Yeh et al., 2018). Em estudo de lesdo pulmonar, o pré-tratamento com DEX
pode aumentar a expressao de Bcl-2, diminuir a expressao de Bax e resultar em um aumento da
razdo Bcl-2/Bax (Zhang et al., 2019). Assim como no estudo de Zhang et al (2017) o pré-
condicionamento com DEX também demonstrou aumentar a relagdo Bcl-2/Bax, diminuir os
niveis de caspase-3 e também diminuir citocromo-c, que € essencial para a progressao da via
apoptotica, atenuando assim a apoptose causada por LPS em células epiteliais alveolares
humanas. Em um modelo de isquemia/hipoxia, DEX foi capaz de acarretar o aumento da
proteina Bcl-2 (Rajakumaraswamy et al., 2006), bem como em um modelo de dano cerebral
isquémico em adultos, houve aumento da expressao de Bcl-2 e Mdm-2 (murine doble minute

2) (Sanders et al., 2009).

Desta maneira, foi avaliado niveis das proteinas Bcl-2 e BAX, 24 horas, 10 e 30 dias
apo6s a indugdo de sepse e tratamentos, em pré-frontal, amigdala e hipocampo. Em pré-frontal
(24 horas), como esperado, o grupo séptico apresentou a proteina BAX elevada em relagdo a
sham e DEX foi capaz de diminuir esta expressdo. Em relacdo a proteina anti-apoptotica Bel-
2, o grupo séptico apresentou niveis diminuidos em relagdo aos animais saudaveis, mas DEX
conseguiu elevar os niveis desta proteina quando comparado a CLP. IDA, bloqueou os efeitos
de DEX. Em 10 dias, tanto o grupo CLP quanto CLP+IDA apresentavam niveis diminuidos de
Bcl-2 em relag@o a sham. Na amigdala em 24 horas, 0 mesmo padrio obtido em pré-frontal foi
observado em relacdo a proteina BAX, IDA bloqueou os efeitos de DEX. Em 10 dias o grupo
que recebeu somente IDA ainda mantinha niveis elevados da prateina apoptética. Em relacdo a
proteina anti-apoptotica Bcel-2, em 24hs, DEX apresentou elevacdo da mesma, comparado a
sham e CLP. Porém IDA nao foi capaz de reverter o efeito benéfico da DEX em aumentar Bcl-
2. Em hipocampo, 24 hs, os grupos que receberam IDA apresentaram aumento nos niveis de
BAX emrelagdo a CLP e CLP+DEX. Também em 24hs, os niveis de Bcl-2 estavam diminuidos
nos grupos CLP e CLP+IDA em relacdo a sham.
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Em principio, pode-se observar que CLP apresenta aumento de BAX e diminuicdo da
expressdao de Bcel-2 e que DEX ¢ capaz de proporcionar efeito positivo ao diminuir niveis da
proteina pro apoptética e aumentar Bcl-2, proteina antiapoptdtica. De maneira geral, IDA foi
capaz de bloquear os efeitos da DEX, exceto nos niveis de Bcl-2 na amigdala. Notavelmente os
niveis destas proteinas estavam divergentes significamente apenas em 24 horas. Em 10 e 30

dias, havia pouco ou nenhuma diferenca signiticativa em todas as estruturas avaliadas.

Apesar da grande maioria dos anestésicos estarem associados a neurodegeneragao,
principalmente quando cérebros em desenvolvimento sdo expostos a tais medicamentos, e
como consequéncia, acabam levando a danos neurologicos na vida adulta (Disma et al., 2016),
a DEX além de proporcionar a neuroprotecao através da regulacao de vias apoptodticas também
¢ responsavel por promover uma melhora na memoria e aprendizagem espacial, através da
promog¢ao da neurogénese e plasticidade sindptica, por meio da expressdo de proteinas
associadas a sinapse, como por exemplo, PSD-95 (Zhang et al., 2019). Além do mais, em um
modelo de sepse induzido por CLP, Moraes et al (2017) demonstraram que ap6s 24h de cirurgia,
0s animais sépticos apresentavam redu¢ao no numero de sinapses excitatorias identificadas pela
marcacdo da proteina sinaptofisina/PSD-95, sendo que esta perda foi acompanhada por
neuroinflamagdo, através da ativacao de células da microglia e aumento na concentragao de IL-

B no hipocampo.

Sendo assim, foram dosados niveis desta proteina (PSD-95), 24 horas, 10 e 30 dias
apos tratamentos, em pré-frontal, amigdala e hipocampo. Em 24 horas apos tratamentos, o
grupo que recebeu DEX foi capaz de aumentar esta proteina atrelada a plasticidade sinaptica,
PSD-95, quando comparada ao grupo sepse sem tratamento, em pré-frontal. Ja o grupo que
recebeu apenas IDA, apresentou niveis desta proteina diminuidos em relagdo a DEX, também
em pré-frontal. Na amigdala em 24 horas, o nivel de PSD-95 no grupo séptico estava diminuido
em relacdo aos animais saudaveis (sham). Em 10 dias nao houve qualquer diferenca estatistica
em nenhuma das estruturas. Em 30 dias, apenas na amigdala, ambos os grupos que receberam

IDA, tiveram esta proteina diminuida em relagcao a Sham.

Corroborando com estes dados, um estudo de Lv Hu et al (2021), demonstrou que
DEX promove agdes neuroprotetoras através da regulagdo da via HDACS/ NPAS4/ MDM?2/
PSD-95 em modelo de isquemia cerebral. E em estudos com outros anestésicos, como propofol

e isofurano, Pang et al (2020) e Xing et al (2020) demonstraram que ha reducdo da expressao
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de PSD-95 com a utilizagdo destes medicamentos, bem como aumento na morte neuronal por
apoptose em hipocampo, ocasionando redu¢do na memoria espacial e habilidades da memoria,
mas que DEX ¢ capaz de melhorar estes parametros através do aumento da expressao de PSD-

95.

Aqueles pacientes que sobrevivem a sepse, acabam por desenvolver danos cognitivos,
na memoria e aprendizagem (Gordon et al., 2008). Como visto anteriorente, a utilizacdo da
DEX durante o curso da sepse, apresentou efeitos positivos, como anti-inflamatorios, anti-
apoptoticos e também comportamentais. Mas apesar de seus notorios efeitos, a sepse por si sO
¢ responsavel por uma alta taxa de mortalidade (Vincent et al., 2014), sendo que a prevaléncia
da sepse no Brasil chega a 30% e a taxa de mortalidade intra-hospitalar chega a 55%, sendo a

principal causa de morte em UTI’s ndo cardiacas (ILAS, 2015).

Desta maneira, foi acompanhado a taxa de sobrevivéncia dos animais (n=10/por
grupo), durante 10 dias. Como esperado, a maior taxa de sobrevivéncia foi a do grupo Sham
(90%) e a menor do grupo CLP sem tratamento, cerca de 50%. Dentre os grupos sépticos que
receberam tratamentos a mortalidade foi de 55% para o grupo que recebeu somente IDA e de
60% para os dois grupos que receberam DEX (CLP+DEX e CLP+IDA+DEX). Apesar de DEX
ter aumentado a taxa sobrevivéncia em 10%, quando comparado ao grupo CLP sem tratamento,
o resultado nao foi significativo estatisticamente. A diferenca estatistica se deu apenas entre o
grupo Sham, que apresentou a maior taxa de sobrevivéncia, em relagdo aos demais grupos

sépticos.

De acordo com Kawazoe et al., (2017), em um estudo com pacientes sé€pticos, que
estavam sob ventilagdo mecanica, a mortalidade foi acompanhada durante 28 dias, onde a
incidéncia de morte foi de 22,8% para aqueles pacientes que utilizavam DEX e de 30,8% para
aqueles que nao a utilizavam. Apesar da DEX ndo demonstrar estatisticamente uma melhora
na mortalidade, os pacientes que a utilizaram foram capazes de demonstrar uma melhor
comunicagdo, reducdo de delirium e sedacdo mais controlada em relacdo a outros
medicamentos. Conforme uma revisao sistematica e metanalise realizada por Chen et (2020),
onde quatro estudos, com total de 349 pacientes, foram inclusos, a administragdo de DEX como
sedativo para pacientes sépticos ndo foi associada a duracdo de ventilacdo mecanica, porém

aumentou os dias livres de ventilacdo e levou a uma redug¢ao da mortalidade em 28 dias.
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7 CONCLUSAO

A sepse ¢ uma doenga que sabidamente apresenta exacerbagao da resposta inflamatoria,
com aumento de citocinas como IL-6, IL-1p, TNF-a, ativagao microglial, aumento de glutamato
cerebral e desbalango de proteinas relacionadas a apoptose. Além de apresentar altos indices de
mortalidade e gastos hospitalares, aqueles pacientes que sobrevivem, acabam desenvolvendo
danos cognitivos, na aprendizagem e memoria. Neste presente trabalho, foi utilizado a
dexmedetomidina, um agonista do receptor a2-adrenérgico, que atua como farmaco sedativo e
vem apresentando efeitos benéficos, como anti-inflamatorios, antioxidantes e neuroprotetores.
Podemos demonstrar através de experimentos, utilizando tratamentos com dexmedetomidina
e/ou idazoxan (antagonista dos receptores a2-adrenérgicos), tanto durante o desenvolvimento
da sepse, quanto com o tratamento tardio (15 dias apos o inicio da sepse), que a DEX foi
protetora, causando diminuicdo de citocinas pré-inflamatorias, reducao da ativagdo microglial,
promovendo o balangco de proteinas pro e anti-apoptdticas, modulacdo de glutamato e
principalmente preservando a memoria de aprendizado. J4 o IDA, utilizado para antagonizar os
efeitos da DEX, demonstrou apresentar antagonismo apenas parcialmente, conseguindo
bloquear efeitos da DEX apenas em algumas tarefas relacionadas a memoria e em alguns

parametros avaliados.
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ANEXO C — Quadro com resumo dos resutados, etapa I, 24 horas.

Quadro 1 — Resumo dos resultados obtidos na etapa I dos experimentos, 24 horas apos
tratamentos: Expressdo dos receptores, inflamagao cerebral e sistémica, ativagdo microglial,
quantificagdo de glutamato, niveis proteicos de BAX, Bcl-2 e PSD-95.

Grupos Sham CLP CLP+ CLP+IDA | CLP+IDA+DEX
Analises DEX
Expressao
dos
receptores —
pré-frontal
o-2a NS NS NS NS NS
a-2¢ NS NS NS NS NS
Expressao
dos
receptores —
amigdala
a-2a NS NS NS NS NS
a-2¢ NS NS NS NS NS
Expressao
dos
receptores —
hipocampo
a-2a NS NS NS NS NS
a-2¢ NS NS NS NS NS
Inflamacao
sistémica
IL-6 NS 1* 1# 1# NS
IL-1B NS 1% NS NS #
1#p=0,082
1L-10 NS NS NS 1% 1$
1#p=0,067
Inflamacao
cerebral- pré-
frontal
IL-6 NS T NS NS 1*8
1#p=0,068
IL-1B NS T* |# 1*§ 1*
1L-10 NS NS 144 NS NS
1$p=0,086
Inflamacao
cerebral-
amigdala
IL-6 NS NS NS NS NS
IL-1B NS NS NS NS NS
1L-10 NS NS 1% NS NS
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Inflamacao
cerebral-
hipocampo
IL-6 NS 1% # NS #
1$p=0,056
IL-1B NS NS NS NS NS
1L-10 NS NS 154 NS NS
1$p=0,078 | |$p=0,078

Ativacao
microglial
Hipocampo NS NS NS NS NS
Quantificacao
de glutamato
Pré-frontal NS NS %4 NS 1$
Amigdala NS NS 1# NS NS
Hipocampo NS L* 1# 1# 1*8$&
Quantificacao

de BAX
Pré-frontal NS 1% L# NS NS
Amigdala NS 1% L# 1*$ 1*§
Hipocampo NS NS NS 1#8 1#$
Quantificacao
de Bcel-2
Pré-frontal NS L* 1Kii L*$ 1*$
Amigdala NS NS 1*# 18 TH&
Hipocampo NS L* NS 1* NS
Quantificacao
de PSD-95
Pré-frontal NS NS 1# 1§ NS
Amigdala NS NS NS NS NS
Hipocampo NS L* NS NS NS

Legenda: NS- Nio significativo; 1 aumentou; | diminuiu; * p<0,05 versus sham; # p<0,05 versus CLP; $ p<0,05 versus
CLP+DEX; & p<0,05 versus CLP+IDA. Fonte: Autora, 2022.
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ANEXO D — Quadro com resumo dos resutados, etapa I, 10 dias.

Quadro 2 — Resumo dos resultados obtidos na etapa I dos experimentos, 10 dias apos
tratamentos: Expressdo dos receptores, inflamagdo cerebral e sistémica, ativagdo microglial,
quantificagdo de glutamato, niveis proteicos de BAX, Bcl-2 e PSD-95, avaliagdo
comportamental e sobrevivéncia.

Grupos Sham CLP CLP+ CLP+IDA | CLP+IDA+DEX
Analises DEX
Expressao dos
receptores —
pré-frontal
o-2a NS NS i i i
a-2¢ NS NS i NS i
Expressao dos
receptores —
amigdala
o-2a NS NS i i i
a-2¢ NS NS L* NS L*#$
Expressao dos
receptores —
hipocampo
a-2a NS i i i i
a-2¢ NS NS L* NS L*
Inflamacgao
sistémica
IL-6 NS NS NS NS NS
IL-1B NS 1* 1# NS [H&
1L-10 NS NS NS NS 1$
Inflamacgao
cerebral-
pré-frontal
IL-6 NS NS NS 1* NS
IL-1B NS 1* 1# 1# L#
1L-10 NS NS NS NS NS
Inflamaciao
cerebral-
amigdala
IL-6 NS NS NS NS NS
IL-1B NS NS 1# NS |#
1L-10 NS NS NS NS NS
Inflamaciao
cerebral-
hipocampo
IL-6 NS NS NS NS NS
IL-1B NS NS 1# NS |#
1L-10 NS NS NS NS NS




Ativacao
microglial
Hipocampo NS 1% NS NS 1*$&
Quantificacao
de glutamato
Pré-frontal NS NS NS NS NS
Amigdala NS NS NS NS NS
Hipocampo NS NS NS NS NS
Quantificacao
de BAX
Pré-frontal NS NS NS NS NS
Amigdala NS NS NS 1$ NS
Hipocampo NS NS NS NS NS
Quantificacao
de Bcl-2
Pré-frontal NS L* NS 1*$ 1&
Amigdala NS NS NS NS NS
Hipocampo NS NS NS NS NS
Quantificacao
de PSD-95
Pré-frontal NS NS NS NS NS
Amigdala NS NS NS NS NS
Hipocampo NS NS NS NS NS
Comportamento
Esquiva 1TL NS 1TL NS NS
inibitoria

Reconhecimento | 1IRO NS 11RO NS NS
de novos objetos

Habituacdo a lC/|L NS/NS | |[C/]L NS/|L NS/|L

campo aberto
Sobrevivéncia
10 dias NS L* L* L* L*
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Legenda: NS- Nao significativo; 1 aumentou; | diminuiu; TL- tempo de laténcia; C- cruzamentos; L- levantamentos;
IRO- indice de reconhecimento; * p<0,05 versus sham; # p<0,05 versus CLP; $ p<0,05 versus CLP+DEX; & p<0,05

versus CLP+IDA
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ANEXO E — Quadro com resumo dos resutados, etapa I, 30 dias.

Quadro 3 — Resumo dos resultados obtidos na etapa I dos experimentos, 30 dias apos
tratamentos: Expressdo dos receptores, inflamagdo cerebral e sistémica, ativagdo microglial,
quantificagdo de glutamato, niveis proteicos de BAX, Bcl-2 e PSD-95, avaliagdo
comportamental e sobrevivéncia.

Grupos Sham CLP CLP+ CLP+IDA | CLP+IDA+DEX
Analises DEX
Expressao dos
receptores —
pré-frontal
o-2a NS NS NS NS NS
a-2¢ NS NS NS NS NS
Expressao dos
receptores —
amigdala
a-2a NS NS NS L¥#$ NS
a-2¢ NS NS NS NS NS
Expressao dos
receptores —
hipocampo
a-2a NS NS NS NS NS
a-2¢ NS NS NS NS NS
Inflamacao
sistémica
IL-6 NS NS NS NS NS
IL-1B NS NS NS NS NS
# p=0,055
1L-10 NS NS NS NS NS
Inflamacao
cerebral-
pré-frontal
IL-6 NS NS NS NS NS
IL-1B NS NS NS 1* NS
1L-10 NS NS NS NS NS
Inflamacao
cerebral-
amigdala
IL-6 NS NS NS NS NS
IL-1B NS NS NS NS NS
1L-10 NS NS NS NS NS
Inflamacao
cerebral-
hipocampo
IL-6 NS 1* 1# NS |#
IL-1B NS NS NS NS NS
1L-10 NS NS NS NS NS




campo aberto

Ativacao

microglial

Hipocampo NS NS NS 1$ 1$
Quantificacao

de glutamato

Pré-frontal NS NS L*# 1% 1$
Amigdala NS 1% L*# 1*$ 1*8
Hipocampo NS 1% 1*/ | # 1*$ 1*§
Quantificacao

de BAX

Pré-frontal NS NS NS NS NS
Amigdala NS NS NS 1*§ NS
Hipocampo NS NS NS NS NS
Quantificacao

de Bcl-2

Pré-frontal NS NS NS NS NS
Amigdala NS L* NS NS NS
Hipocampo NS NS NS NS NS
Quantificacao

de PSD-95

Pré-frontal NS NS NS NS NS
Amigdala NS NS NS NS NS
Hipocampo NS NS NS L* L*
Comportamento

Esquiva 1TL NS 1TL NS 1TL
inibitoria

Reconhecimento | 1IRO NS 11RO NS NS
de novos objetos

Habituacao a||C/|L NS/NS | |[C/|L NS/|L NS/NS

107

Legenda: NS- Nio significativo; 1 aumentou; | diminuiu; TL- tempo de laténcia; C- cruzamentos; L- levantamentos;
IRO- indice de reconhecimento; * p<0,05 versus sham; # p<0,05 versus CLP; $ p<0,05 versus CLP+DEX; & p<0,05

versus CLP+IDA.



ANEXO F — Quadro com resumo dos resutados, etapa II, logo apds tratamentos.
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Quadro 4 — Resumo dos resultados obtidos na etapa II (tardio) dos experimentos, logo apo6s
tratamento: Ativacido microglial e avaliagdo comportamental.

campo aberto

Grupos Sham CLP CLP+ CLP+IDA | CLP+IDA+DEX
Analises DEX

Ativacao

microglial

Hipocampo NS 1% NS 1% 1%
Comportamento

Esquiva 1TL NS 1TL 1TL 1TL
inibitdria

Reconhecimento | 1IRO NS 11RO NS NS

de novos objetos

Habituacao a||C/|L NS/NS | NS/|L C/|L NS/NS

Legenda: NS- Nao significativo; 1 aumentou; | diminuiu; TL- tempo de laténcia; C- cruzamentos; L- levantamentos;
IRO- indice de reconhecimento; * p<0,05 versus sham; # p<0,05 versus CLP; $ p<0,05 versus CLP+DEX; & p<0,05

versus CLP+IDA.



ANEXO G - Quadro com resumo dos resutados, etapa 11, 30 dias apds sepse.
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Quadro 5 — Resumo dos resultados obtidos na etapa II (tardio) dos experimentos, 30 dias apos
sepse: Ativacdo microglial e avaliagdo comportamental.

Grupos Sham CLP CLP+ CLP+IDA | CLP+IDA+DEX
Analises DEX

Ativacao

microglial

Hipocampo NS 1% NS NS NS
Comportamento

Esquiva 1TL NS 1TL NS 1TL
inibitdria

Reconhecimento | 1IRO NS 11RO NS NS

de novos objetos

Habituacao a||C/|L NS/NS | |[C/|L NS/|L NS/|L
campo aberto

Legenda: NS- Nao significativo; 1 aumentou; | diminuiu; TL- tempo de laténcia; C- cruzamentos; L- levantamentos;
IRO- indice de reconhecimento; * p<0,05 versus sham; # p<0,05 versus CLP; $ p<0,05 versus CLP+DEX; & p<0,05

versus CLP+IDA.
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Programa de Pos-Graduacio em Ciéncias da Satide (Mestrado e Doutorado)
Recomendado pela CAPES — Homologado pelo CNE — Portaria N° 609 de 14.03.2019

PARECER

Os membros da Banca Examinadora designada pelo Colegiado de Coordenagdo do
Programa de Pés-Graduacao em Ciéncias da Saude (Mestrado e Doutorado) reuniram-se para
realizar a arguicdo da Tese de DOUTORADO apresentada pela candidata MARIANE
ROCHA ABATTI, sob o titulo “EFEITOS DA DEXMEDETOMIDINA SOBRE
ALTERACOES COGNITIVAS E NEUROQUIMICAS INDUZIDAS PELA SEPSE” do
Curso de Pés-graduagao em Ciéncias da Saude da Universidade do Extremo Sul Catarinense —

UNESC.

ApoOs haver analisado o referido trabalho e arguido a candidata, os membros sdo de

parecer pela “APROVACAO” da Tese.

Criciima, SC, 22 de julho de 2022.
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