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RESUMO

Sobreviventes a sepse apresentam danos cognitivos associados com a
diminuicio da qualidade de vida e aumento da morbidade a longo prazo.
Algumas destas alteracdes se assemelham aos mecanismos
fisiopatolégicos de doengas neurodegenerativas. O receptor para
produto final de glicolizagdo avangada (RAGE) vem sendo associado a
progressdo de morte neuronal em muitas doencas neurodegenerativas,
como o Alzheimer, além de ser um importante mediador pré-
inflamatdrio. Estudos anteriores mostraram que o uso de Inibidor de
metaloproteinase de matriz (MMP) ou antioxidante (ATX) podem
auxiliar na redugdo do dano cognitivo. Analisaram-se parimetros
bioquimicos relacionados a neurodegeneracdo em animais sobreviventes
a sepse e o possivel envolvimento do RAGE; o teste de esquiva
inibitdria e uso de Inibidor de MMP e ATX em animais sobreviventes a
sepse. Os animais foram submetidos a sepse por ligacdo cecal e pungdo
(CLP) e trinta dias apds a inducdo, hipocampo e cortex pré-frontal
foram isolados. No primeiro experimento o imunoconteido do peptideo
amiléide-B (AP), a-sinucleina, sinaptofisina e tau fosforilada foram
analisados por western blot. Além disso, verificou-se o imunocontetido
de RAGE e a presenca de S100B. Houve aumento de a-sinucleina, AP e
tau fosforilada no hipocampo, mas nio no coértex pré-frontal. O
imunoconteido de RAGE esteve aumentado nas duas estruturas e S100p
nao apresentou diferencas quando comparadas ao controle, em ambas as
estruturas. No segundo experimento, foram determinados os niveis de
AP e sinaptofisina (procedimentos idénticos ao experimento 01) e
realizada a esquiva inibitéria, onde os dados mostraram que a laténcia
na esquiva inibitdria foi significativamente reduzida no grupo sepse
quando comparados ao sham, sugerindo dano na memdria aversiva. No
terceiro experimento foram adotados procedimentos conforme
experimento 01 quanto aos animais, com excec¢do de alguns animais que
foram tratados imediatamente a induc¢do da sepse com ATX e inibidor
de MMP 2-9 e posteriormente o teste da esquiva inibitéria (conforme
experimento 02). Apesar do fato de a esquiva inibitoria ser uma tarefa
dependente do hipocampo, ndo foi possivel determinar uma diminui¢io
nos niveis de sinaptofisina no hipocampo ou uma relacdo do aumento
dos niveis de AP e RAGE no hipocampo com desempenho no teste da






esquiva inibitdria. No cortex pré-frontal foi observada queda dos niveis
de sinaptofisina e com pequeno aumento nos seus niveis de tratamento,
melhorou o desempenho da memoria. O tratamento com ATX precoce
pode diminuir o deficit cognitivo a longo prazo em animais.

Conclui-se que o cérebro dos animais sobreviventes a sepse
apresentam varios marcadores de neurodegeneracio e o desempenho no
teste de esquiva inibitdria parece ser dependente dos niveis de alguns
destes marcadores, sugerindo um fendmeno neurodegenerativo podendo
este ser um fator importante na associacdo com dano cognitivo a longo
prazo em ratos sobreviventes a sepse.

Palavras-chave: sepse; neurodegeneracdo; RAGE; disfungdo cerebral;
dano cognitivo a longo prazo, inibidor de metaloproteinase e
antioxidantes.






ABSTRACT

Sepsis survivors have cognitive impairments associated with decreased
quality of life and increased long-term morbidity. Some of these
changes are similar to the pathophysiology of neurodegenerative
diseases. The receptor for advanced glycation end product ( RAGE) has
been associated with progression of neuronal death in many
neurodegenerative diseases such as Alzheimer's, and is an important
pro- inflammatory mediator. Previous studies have shown that the use of
metalloproteinase inhibitor or antioxidant can assist in reducing
cognitive impairment. We analyzed biochemical parameters related to
neurodegeneration in animal sepsis survivors and the possible
involvement of RAGE, the inhibitory avoidance test and use of
Metalloproteinase Inhibitor and Antioxidant in animals surviving sepsis.
The animals were subjected to sepsis by cecal ligation and puncture (
CLP ) and thirty days after induction, hippocampus and prefrontal
cortex were isolated. In the first experiment the immunocontent the f3 -
amyloid peptide ( AB ), a - synuclein, synaptophysin and
phosphorylated tau were analyzed by western blot. Furthermore, it was
found that the RAGE immunocontent the presence of S100B. An
increase of o -synuclein, tau and phosphorylated Ab and the
hippocampus, but not in the prefrontal cortex. The immunocontent
RAGE was increased in the two structures and S100B showed no
differences compared to controls in both structures. In the second
experiment, we determined the levels of AR and synaptophysin (
identical to experiment 01 procedures ) and performed the inhibitory
avoidance, where the data showed that the inhibitory avoidance latency
was significantly reduced in sepsis group compared to sham, suggesting
damage to the memory aversive. In the third experiment procedures as
experiment 01 were adopted for the animals, except for a few animals
that were immediately treated the induction of sepsis with ATX and
MMP 2-9 and subsequently testing the inhibitory avoidance (as
experiment 02 ). Despite the fact that the inhibitory avoidance task to be
a dependent of the hippocampus, it was not possible to determine a
decrease in the levels of synaptophysin in the hippocampus or a
relationship of increased levels of Al and RAGE in the hippocampus
with test performance of inhibitory avoidance. In the prefrontal cortex






synaptophysin levels drop and small increase in their levels of treatment
was observed, improved deseempenho memory. The early treatment
with antioxidants can decrease cognitive impairment in long-term
animals. We concluded that the brains of animals surviving sepsis have
several markers of neurodegeneration and performance in the inhibitory
avoidance test seems to be dependent on the levels of some of these
markers, suggesting a neurodegenerative phenomenon this may be an
important factor in cognitive impairment associated with long term rat
sepsis survivors.

Keywords : sepsis; neurodegeneration; RAGE; brain dysfunction,
cognitive impairment in the long term, metalloproteinase inhibitor and
antioxidants.
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1 INTRODUCAO
1.1 Sepse: definicio e aspectos epidemiolégicos

Na ocorréncia de um processo infeccioso é desencadeada uma
resposta inflamatéria no hospedeiro, sendo que, a magnitude desta
resposta pode variar de individuo para individuo. Essa interagdo
complexa entre o organismo e o agente causador resulta no processo
fisiopatolégico que por muito tempo era denominado como septicemia,
sendo atualmente reconhecido como sepse (Vicent & Korkut, 2008).

O uso de uma terminologia especifica tornou-se uma
necessidade, para que fosse possivel complementar as novas descobertas
sobre a fisiopatologia da sepse. Sendo assim, o American College of
Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine, definiu em 1991
um consenso sobre terminologia e terapéutica da sepse, definindo-a
como resposta clinica decorrente de uma infec¢do. Entretanto, resposta
similar ou mesmo idéntica pode surgir na auséncia de infeccdo
documentada, recomendando-se o uso do termo Sindrome de Resposta
Inflamatéria Sistémica (SIRS) como o mais apropriado para este quadro
clinico. SIRS € entdo definida como a presenga de dois ou mais dos
seguintes quadros de inflamacdo sist€mica: 1) hipertermia ou
hipotermia; 2) leucocitose ou leucopenia; 3) taquicardia e 4) taquipnéia
ou hiperventilacido (Bone et al., 1992).

O consenso Surviving Sepsis Campaign (2012) define sepse
como a presenga (suspeita ou documentada) de infeccao juntamente com
manifestacdes clinicas de inflamag¢do. Ainda, como resposta
inflamatdéria apresenta uma grande variacdo entre os diferentes
individuos acometidos e diferentes graus definidos, como: sepse grave e
choque séptico. A sepse grave foi definida pela presengca de sepse
somada a disfuncdo organica ou hipoperfusdo tecidual em decorréncia
da prépria sepse. O choque séptico define-se como hipotensdo
persistente em decorréncia da sepse, mesmo com uso de reposi¢cdo
volémica adequada (Dellinger et al., 2012).

Juntos, choque séptico e sepse grave sdo considerados
importantes causas de problemas de satide, afetando milhdes de pessoa
em todo o mundo (Dellinger et al., 2012). A incidéncia da sepse tem
aumentado desde os anos 30 (Dombrovskiy et al., 2007), e a partir das
evidéncias, sugere-se que este aumento persista nos proximos anos
(Kung et al., 2008). Dados de mortalidade indicam (desde 2003) que a
sepse estd entre as 10 causas mais comuns de morte nos Estados Unidos
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(Kung et al., 2008), onde se relata incidéncia de pelo menos 11,5
pacientes/100.000 habitantes, com taxa de mortalidade entre 25% e 30%
por sepse grave e entre 40% e 70% por choque séptico (Angus, et al.,
2001). Dados do datasus mostram que em 2012 ocorreram 84 mil
internagdes por sepse, com 35 mil 6tibos (42%). Um estudo brasileiro
(Sales Junior, et al., 2006) que incluiu 75 unidades de terapia intensiva
(UTI), mostra que 16,7% dos pacientes foram identificados com sepse,
sepse grave ou choque séptico e a mortalidade global apés 28 dias da
admissao na UTI foi de 46,6%.

1.2 Fisiopatologia da Sepse

Para Portella (2010), os papéis de alguns mediadores na
patogénese da sepse, ja estdo bem esclarecidos e estes mediadores
podem induzir grandes alteracdes na fisiologia da vasculatura e dos
orgdos. Dentre os mediadores envolvidos na génese da sepse, destacam-
se as citocinas e quimiocinas, as espécies reativas de oxigénio (EROs) e
proteinas do grupo de alta mobilidade Box 1 (HMGB1).

Marshall e colaboradores (2010) consideram a sepse uma
consequéncia indireta da atividade de mediadores inflamatérios
derivados do hospedeiro e ndo resultante de uma agfo direta dos
microrganismos ou de seus produtos. Considera-se na fisiopatologia da
sepse, a complexa interacdo entre microrganismos infectantes e as
respostas imunes, pré-inflamatérias e pré-coagulantes do hospedeiro
(Bone, 1996a,b; Hotchkiss & Karl, 2003).

Singer (2008) propde que processos inflamatdrios exagerados
estejam associados a complexas interacdes genéticas, hormonais,
metabdlicas e da macro e micro disfungdo celular do organismo afetado,
desencadeado pela hiperativacdo do complexo de cascatas pro-
inflamatdérias que provocam a ativacdo de células do sistema
imunoldgico com intensa producdo de citocinas pré-inflamatdrias nestas
células.

O sistema imune conta com componentes inatos e adquiridos.
A imunidade adquirida é mediada por linfécitos T e B, tem alta
especificidade para microrganismos através da combinacdo dos
receptores com moléculas dos patégenos. E capaz de ativar fatores de
transcricdo e de promover secre¢do de citocinas pré-inflamatérias junto
as celulas T, além de aumentar a sintese de citocinas antiinflamatdrias
(Interleucina - 4 (IL-4), Interleucina — 10 (IL-10), Intermeucina — 13
(IL-13)), modular a expressnao de receptores de citocinas e liberar
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receptores solliveis e antagonistas, bem como atuar sobre o sistema
imune inato (Sikora et al, 2001; Faix, 2013).No entanto o
estabelecimento da imunidade adquirida ndo € rdpida o suficiente para a
erradicagdo  dos  microrganismos,  principalmente  bactérias
extracelulares. Assim, a rdpida resposta da imunidade inata tem papel
importante na defesa do hospedeiro, durante os estigios iniciais da
infeccdo (Sikora et al., 2001).

As células do sistema imune inato, as quais incluem
mondcitos, macréfagos e neutréfilos compde a primeira linha de
resposta a infecg@o e lesdo (Wang; Deng., 2008). A imunidade inata é
resultante de um sistema inespecifico de defesa imunolégico encontrado
em organismos multicelulares. Durante a infec¢@o, a imunidade inata faz
o reconhecimento de padrdes moleculares associados ao patégeno
(PAMPs), tais como lipopolissacarideo (LPS), peptideoglicano, RNA de
fita dupla; ou padrdes moleculares associados ao dano (DAMPs), tais
como proteina do choque térmico, 4cido trico, anexinas, e HMGBI,
usando receptores de reconhecimento — como os receptores Toll-like
(TLR) 2, 4 e 9 (Brightbill et al., 1999; Wang et al., 1999; Li et al.,
2003b).

A sinalizagdo TLR pode induzir a produgdo de citocinas pro-
inflamatdrias e aumento da expressdo de moléculas co-estimuladoras, as
quais sdo ativadas ndo apenas pela imunidade inata, como também pela
imunidade adquirida (Kaisho; Akira, 2002). As células da imunidade
inata infiltram nos tecidos infectados e liberam diversas citocinas, como
Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a), IL-1, IL-6, IL-12 e quimiocinas
como IL-8, proteina inflamatéria de macréfagos (MIP-1s e MIP-2) e
proteina quimiotdtica de mondcitos (MCP-1) (Baggiolini & Loetscher,
2000; Luster et al., 2005; Wang & Deng, 2008). Em resposta a infeccio
ou dano causado pelos microrganismos o sistema imune inato responde
imediatamente ao estimulo, removendo os patdgenos invasores e apds
sua eliminag@o ocorre uma regressao do quadro inflamatério retornando
a homeostase imunolégica. Os patégenos ou mediadores pro-
inflamatdrios endégenos podem extravasar para a corrente sanguinea,
ocasionando a sepse (Wang & Deng, 2008).

A via mais detalhadamente conhecida para ativacdo do
sistema imune inato depende da ativagdo de TLR4 pelo LPS. O LPS tem
sua maior atividade bioldgica no componente lipidico - lipidio A -
quando liberado na corrente sanguinea, diretamente ou ligado a proteina
de ligacdo de lipopolissacarideo (LBP), é capaz de se ligar ao
agrupamento de diferenciagdo (CD14), que facilita a ligagdo LPS-CD14,
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e a sinaliza¢@o através do complexo proteina de diferenciacdo mieloide
(TLR-4/MD-2) (Concha, 2010). O LPS pode ligar-se a outros
receptores, como o CD11b/ CD18, ou mesmo ser internalizado através
de poros da membrana, pelos canais i6nicos (Concha, 2010).

Para Van Der Poll (2008), os TLRs interagem com proteinas
adaptadoras com a do Fator de Diferenciacdo Mieloide 88 (MyD88) e
utiliza outras proteinas adaptadoras como a proteina adaptadora do TIR
(TIRAP), capaz de induzir o interferon-p (TRIF). Interage ainda com a
molécula adaptadora relacionada com o TRIF (TRAM), que séo
recrutadas para o receptor e ativam o complexo composto por quinases
associadas ao receptor da IL-1 (IRAKSs), e aos Fatores Associados ao
Receptor do Fator de Necrose Tumoral (TRAFs) que constituem fatores
de transducdo de sinal, que conduzem a liberacdo do fator nuclear-kB
(NF-kB) que uma vez translocado para o nicleo, aumenta a expressio
génica de citocinas inflamatdrias (Christmann et al., 1998).

O NF-kB, quando ativado, promove a expressdo génica de
moléculas pré-inflamatérias, TNF-a, IL-1p IL-6 e também citocinas
anti-inflamatérias como IL-10, IL-4, que ativam a resposta imune
adaptativa, responsiavel pela amplificacio da imunidade inata
(Christmann et al., 1998).

As citocinas desempenham seu papel na fase inicial da
resposta imune e inflamatdria por compartilhar sinais intracelulares com
receptores e distribuirem informagdes sobre o tipo de infec¢do e recrutar
células efetivas para realizacdo da defesa do hospedeiro (Heeg; Dalpke,
2003). Pacientes com sepse apresentam aumento dos niveis de citocinas
como TNFa, IL-1 (Pruitt et al, 1996; Oberholzer et al., 2000). Em
animais, quando as citocinas sdo injetadas, reproduzem caracteristicas
clinicas e laboratoriais de sepse, subsidiando assim ensaios clinicos que
utilizem antagonistas de TNF e IL-1, bloqueadores de receptores foll na
sepse (Hotchkiss et al., 2013).

Estudos sobre as citocinas em pacientes mostraram em seus
resultados que, juntamente com as citocinas pro-inflamatérias, a IL-10
(potente citocina antiinflamatdria) estd aumentadas, sendo que a alta
propor¢do de IL-10 para TNF- o esta correlacionada com mortalidade
dos pacientes com infec¢do adquirida na comunidade (van Dissel et al.,
1998).

Apesar de, tanto o processo proé-inflamatério, quanto o
antinflamatério acontecer imediatamente apés o inicio da sepse, de
maneira geral hd predominincia de uma fase hiperinflamatéria inicial,
em proporcdes determinadas por diversos fatores que incluem a carga
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bacteriana, viruléncia do patégeno, idade, fatores genéticos e
comorbidades do hospedeiro. Por exemplo, um adulto jovem com
meningococcemia terd uma resposta hiperinflamatéria intensa mediada
por citocinas, as quais levam febre alta e choque séptico (Hotchkiss et
al., 2013). J4 um paciente idoso portador de diabetes, submetido a
hemodidlise, que desenvolve pneumonia, por exemplo, ndo mostra
quaisquer sinais 6bvios de sepse. Os Unicos sinais para o diagndstico
neste paciente podem ser a reducdo do estado mental, incapacidade de
tolerar a didlise por hipotensdo; hipotermia e intolerancia a glicose, néo
apresentando nenhuma resposta mais clara da infec¢do ou de uma
reacdo antinflamatdria predominante (Hotchkiss et al., 2013).

1.3 Sepse e Sistema Nervoso Central

O dano cognitivo em longo prazo vem sendo relatado como
uma sequela de sepse (Gunther et al., 2012; Semmler et al., 2013).
Estudos mostram que a prevaléncia de dano cognitivo moderado a grave
¢ 10,6% maior em pacientes sobreviventes de sepse grave (Iwashyna et
al., 2010).

O cérebro é um dos primeiros 6rgdos afetados na sepse. O
delirium associado a sepse (SAD) é uma caracteristica frequentemente
associada com maior morbidade e mortalidade (Iacobone et al., 2009).
Recentemente, foi observado entre sobreviventes de sepse, a diminui¢io
da qualidade de vida e aumento da morbidade a longo prazo associados
ao dano cognitivo (Winters et al., 2010). Apesar do seu impacto clinico,
a fisiopatologia da disfungéo do sistema nervoso central (SNC) durante
a sepse permanece pouco compreendida.

O diagndstico da Encefalopatia Associada a Sepse (EAS) é
principalmente clinico. A tomografia computadorizada costuma ser
normal. O eletroencefalograma (EEG) mostra lentificacdo e diminuicio
principalmente da onda alfa e essas alteracdes estdo relacionadas a
diminuicao do fluxo sanguineo cerebral medido nas primeiras 24 h apds
a inducdo de endotoxemia por LPS em ratos Wistar (Semmler et al.,
2008).

A administracdo endovenosa de LPS (endotoxemia) ou de
bactérias como a Escherichia coli (bacteriemia) € amplamente utilizada
para o estudo da sepse, por mimetizar varios efeitos observados em
pacientes com sepse e choque séptico, como, por exemplo, as alteracdes
hemodindmicas e cardiovasculares, diminuicio do débito urindrio,
reducdo da perfusdo tissular, hiporresponsividade a agentes
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vasoconstritores, coagulacdo intravascular disseminada e a producgdo de
grandes quantidades de citocinas na circulagdo (Benjamim, 2001).

Van Gool e colaboradores (2010), afirmam que infeccdes e
drogas podem causar complicacdes neuropsiquidtricas. Pode ocorrer
delirium mesmo sem que a infec¢do ocorra diretamente no SNC e néo
haver sinais sist€émicos de sepse. Estes autores demonstraram que as
alteragdes periféricas ocasionadas pelo sistema imunoldgico sdo capazes
de causar alteragdes também no SNC a partir dos caminhos que as
citocinas percorrem até o cerebro, podendo ser: caminhos neurais
diretos (via autonomica) em que o transporte ocorre através da barreira
hematoencefalica ou pela regido circunventricular, onde ji se
observaram niveis aumentados de TNF-q, IL-1 e IL-6 em liquor de
pacientes sépticos, mesmo na auséncia de meningite (Waage et al.,
1989).

O TNF-a estd associado a ativagdo da microglia e a liberagcdo
de citocinas no tecido cerebral. A microglia geralmente permanece em
repouso, porém, sua ativagdo € essencial para resposta imune inata no
cerébro. Devido sua linhagem de macréfagos e mondcitos, a microglia é
capaz de realizar fagocitose, apresentar antigenos, fazer rapida
proliferacdo e secre¢do de uma série de mediadores inflamatérios, como
citocinas, quimiocinas e proteases (Perry, 2004; Garden & Moller, 2006;
Telling & Perry, 2009). Estes alteram a funcdo cerebral, e
provavelmente seja a causa de alteracdes do comportamento resultante
de uma infeccdo sist€émica conforme mostra a figura 1 (van Gool et al.,
2010).
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Figura 1: Sequéncia de eventos sugerida em uma infec¢do sistémica em A)
Condigao Normal; B) Idade Avangada, doenca Neurodegenerativa ou uso de
anticolinérgicos onde 1) Inibicao direta pelo uso de antiinflamatdrios; 2)
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Inibicao dos efeitos das citocinas; 3) Receptores nicotinicos; 4) Medicamentos
colinomiméticos (inibidores da coliesterase). Adaptado de van Gool et al., 2010.

As substancias toxicas liberadas pela ativacdo da microglia
podem ndo s causar delirium como também causar danos irreversiveis
ao sistema neuronal. Van Gool e colaboradores (2010), relatam que o
aumento de TNF-a apds 10 meses da administracdo LPS pode ocasionar
perda de substincia nigra no cerebro de roedores em taxas de até 40%,
pois ocasionam na microglia um circulo vicioso de liberagdo de
substincias neuroinflamatorias. Em ultima andlise hd propencdo a
neurodegeneracdo colinérgica, especialmente em idosos, tornando-os
assim vulnerdveis ao delirium depois de estimulos inocuos, assim como
em individuos com doencas neurodegenerativas (van Gool et al., 2010).

Teeling e Perry (2009) confirmam que apesar das fortes
evidéncias do papel das citocinas, elas podem nao ser os Unicos fatores
responsdveis pelo EAS. As alteragdes comportamentais podem surgir
junto com a febre. Pode ocorrer ligacdo dos receptores da citocina ou do
LPS expresso na vasculatura cerebral. Estes receptores sdo ligados a
enzima cicloxigenase (COX) que permite a producdo de
prostraglandinas (PGE,), os leucotrienos e tromboxanos. H4 duas
formas pelas quais as PGE, podem ser liberadas: 1) de forma rdpida e
transitéria (COX-1, prostaglandina E sintase citosdlica (c-PGES),
prostaglandina E sintase-2 associada a membrana (mPGEs-2); 2) de
forma lenta, com producdo continua de PGE2 (COX-2, mPGEs-1)
(Swiergiel & Dunn 2002; Turrin & Rivest 2004).

As lesdes do cortex pré-frontal de camundongos, se associam
com desinibicdo social, descontrole dos impulsos, disfuncdes
organizacionais, de planejamento e aten¢do, quebra da fluéncia e retardo
de comportamentos espontineos (Lou, 1996). Déficits regionais do lobo
frontal, particularmente do cingulado anterior e cértex frontal, parecem
diferenciar de forma consistente os pacientes com transtornos do SNC
dos pacientes da populagdo geral (Konarska et al., 1990).

H4 muito tempo o conceito de “privilégio imune” € atribuido
ao cérebro, acreditando-se que o cérebro ndo seria acometido e nem
contribuiria para a resposta inflamatéria. Sabe-se, no entanto, que isso
ndo é verdade. O cérebro apresenta sinais cldssicos de inflamacao, bem
parecido em alguns aspectos com o que se observa em outros 6rgaos
(Flierl et.al., 2010). O aumento da permeabilidade vascular que ocorre
na inflamacdo permite a passagem de mediadores inflamatdrios e
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interacdo com células do SNC. O SNC nio ¢é apenas suscetivel, como
contribuinte de forma ativa na resposta inflamatdria.

As células do SNC percebem insultos periféricos e podem
gerar mudangas neuroenddcrinas, como em outros tecidos, onde hi
liberagdo de citocinas, radicais livres e ativacdo do complemento que
agem localmente causando sintomas neurolgicos e a distancia
perpetuando a resposta inflamatoria (Lucas et al., 2006).

O cérebro possui maior taxa de consumo de O, e dispde de
poucas defesas antioxidantes, o que o torna bastante vulnerdvel durante
sepse. O aumento de marcadores especificos de injdria cerebral, como
enolase neurdnio especifica e a proteina S-100B ocorre na maioria dos
pacientes com EAS (lacobone et al., 2009). Valores de S-100p acima de
4pg/dl estao relacionados a isquemia e hemorragia (visto na tomografia
computadorizada), enquanto valores 1-2ng/dl estdo associados a infartos
microembdlicos (visualizada na ressonancia magnética). O aumento da
S-100B tem associacdo direta com a alta mortalidade e é um preditor
independente de sobrevida na terapia intensiva (Iacobone et al., 2009).

Pressupoem-se que a resposta inflamatdria ocorre de maneira
semelhante em todos os 6rgdos (Wilson & Yong, 2003). Citocinas pré-
inflamatérias como IL-6, IL-1B e TNF-o encontram-se aumentadas na
EAS e estimulam a producdo de Oxido Nitrico (NO) induzida pela
oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) (Wilson & Yong, 2003). NO ¢
um fator importante para a autoregulag¢do cerebral, é capaz de reagir
com fatores oxidantes, induzir a producio de peroxinitrito e interferir na
cadeia respiratéria mitocondrial (Andersen et al., 2004).

H4 uma ineficiéncia no metabolismo mitocondrial com
mudanca no potencial de membrana e aumento do consumo de oxigénio.
Este aumento pode estar relacionado ao aumento na producido de EROs
e ativacdo da cascata de apoptose (Miranda, 2010). O dano oxidativo
ocorre nas primeiras 6 horas no cérebro de animais sépticos e isso estd
diretamente relacionado a um desequilibrio de enzimas antioxidantes
(Barichello et al., 2007).

A maneira como essas alteracdes agudas resultam em dano
cognitivo a longo prazo é desconhecida. Uma sugestdo de fatores
envolvidos estd representada na figura 2. O tempo de hipdxia, choque e
EAS dentro da terapia intensiva parecem ser fatores relevantes. Idosos,
que sdo aproximadamente 60% da populacio em UTI sdo mais
suscetiveis e apresentam mais comorbidades como doenca
neurovascular que estd associada a alteracdo neurocognitiva. A
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permanéncia em UTI é fator desencadeante e acelerador de deméncia
(Hopkins et al., 2010).

N idade
Infecelio — inflamagSo sistémica v
Infeccdo SNC
Liberagio de citocinas Deméncia

estresse

>
Ruptura BHE 2 oxidative

Ativagio da microglia
Resposta neurotéxica

Injaria neuronal

Delirium, deméncia e pior prognéstico a longo prazo

Figura 2: Fatores envolvidos na fisiopatologia da encefalite associada a Sepse
partindo da inflamagao sist€émica até o desenvolvimento do delirium. Barreira
Hematoencefdilica; SNC (adaptado de Miranda 2010).

Em modelos animais, a encefalopatia aguda é observada
durante o curso da sepse (Comim et al., 2009), e os sobreviventes
apresentam disfun¢do cognitiva a longo prazo (Barichello et al., 2005).
Esses modelos representam uma importante ferramenta para estudar os
mecanismos associados a disfuncdo do SNC durante e depois de sepse.
A deficiéncia colinérgica central € hipotetizado como mecanismo
principal para a ocorréncia de delirium (van Gool et al., 2010), sendo a
conclusdo de que se sobrepde aos mecanismos fisiopatoldgicos para
delirium, Doenca de Alzheimer (DA) e neurodegeneracdo (Buckingham
et al., 2009). Assim, delirium e deméncia podem representar diferentes
pontos ao longo de diversos disttirbios cognitivos.

Semmler e colaboradores (2007) demonstraram a perda
neuronal em sub-regides do hipocampo e no cortex pré-frontal e reduziu
a inervagdo colinérgica de dreas do cortex de animais sobreviventes a
sepse - de forma semelhante & observada em pacientes com DA. Essa
semelhanca também foi demonstrada utilizando rivastigmina para
reverter déficits cognitivos a longo prazo em animais sobreviventes
sepse (Comim et al., 2009).
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1.3.1 Marcadores da Sepse

Marcadores de danos cerebrais durante a sepse podem ter um
valor considerdvel no esclarecimento dos mecanismos envolvidos na
sepse e quantificar o grau de dano ao cérebro. Um estudo realizado por
Larsson e colaboradores (2005) mostra, por exemplo, que a
concentragdo plasmadtica da proteina S-1008, poderia ser utilizada como
possivel marcador de danos gliais, pois se encontrou aumentada em
pacientes sépticos.

Doencas neurodegenerativas compartilham mecanismos
comuns diretamente associados a agregacdo patoldgica de proteinas.
Estes acumulam como depdsitos de fibras de amiléide em regides
vulnerdveis do SNC (Tillement et al., 2010). Na DA, as proteinas tau
fosforiladas anormalmente formam os emaranhados neurofibrilares, e
peptideo beta-amiléide (AP) acumula-se no meio extracelular e forma
placas amiléides, causando morte celular neuronal, como consequéncia
da agregacdo de protefnas hidrofébicas deformadas (Haapasalo et al.,
2010). Da mesma forma, estes parametros também sdo observados em
pacientes que sofreram traumatismo cranio-encefalico (TCE) ( Johnson
et al., 2010; DeKosky et al., 2007; Ikonomovic et al., 2004). A proteina
precursora de amiloide (APP) € sintetizada no citoplasma neuronal e se
acumula nos axonios que sofreram dano pelo TCE (Johnson et al., 2010;
Li et al, 2010a; Smith er al., 2003). A APP pode ser clivada por
diferentes enzimas incluindo a o-secretase, previnindo geragdo de A,
ou BACEI (do inglés, f-site APP cleaving enzyme 1).

A proteina fau faz parte da familia das proteinas associadas
aos microtibulos (MAPs) (Binder et al, 1985). Evidéncias t€m
demonstrado que tau total em liquor reflete a intensidade do dano e a
degeneracdo axonal e neuronal. O aumento de fau total em liquor em
doengas agudas como acidente vascular encefalico, traumatismo
craniano € correlacionado positivamente com o dano tecidual e
negativamente com os desfechos clinicos (Hesse et al., 2001; Ost et al.,
2006; Zetterberg et al., 2006).

Niveis aumentados de fau total no liquor sdo associados a
rapida progressido do dano cognitivo (Bloom et al., 2009), ao declinio
cognitivo em maior velocidade e a maior mortalidade em casos de DA
(Samgard et al., 2009; Wallin et al., 2009), logo a tau fosforilada
verificada em liquor reflete o grau de fosforilagdo da proteina fau no
SNC (Blennow et al., 2012). Diversos estudos vém mostrando que a
acuricia diagnéstica para a combinacdo de tau total, tau fosforilada e
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AP é maior que qualquer marcador biolégico sozinho (Galasko et al.,
1998; Riemenschneider et al., 2002; Maddalena et al., 2003; Zetterberg
et al., 2003; Hansson et al., 2006).

Na DA ocorre a deposi¢do de placas AP no cérebro. A
microglia é ativada por peptideos AP, que inicia a producdo de EROs
pela Nicotinamida Adenina Dinucleotideo Fosfato (NADPH) oxidase. O
estresse oxidativo gerado vem apresentando implicacdes em diversas
doengas neurodegenerativas (Hardy; Selkoe, 2002; Choi et al., 2012). O
acumulo de AP acarreta alteracdo da fisiologia celular ocasionando dano
ao metabolismo energético e respiracdo mitocondrial, aumentando o
estresse  oxidativo,  neuroinflamacdo, faléncia  sindptica e
neurodegeneragdo (Caspersen et al., 2005; Fang et al., 2010; Du et al,,
1997; Takuma et al., 2009).

A deposicio excessiva de AP ativa o NF-xB e induz a
secrecdo de Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) e a COX-2, pela
microglia (Kang et al., 2001; Martin-Moreno et al., 2011). O peptideo
AP também é capaz de desencadear a ativa¢do do receptor para produtos
finais de glicacdo avancada (RAGE), o qual medeia uma variedade de
danos, incluindo inflamag¢do e dano oxidativo (Fang et al, 2010;
Carrano et al., 2011).

RAGE tem demonstrado papel importante na DA, com um
amplo repertdrio de ligantes, incluindo os produtos da glicacdo (AGEs)
e AP (Zong et al., 2010). Evidéncias vém demonstrando que a interagdo
do RAGE com seu ligante (por exemplo o AP) é capaz de ativar
multiplas vias de sinalizacdo intracelular incluindo p38 e MAPK (do
inglés, Mitégeno Ativador da Proteina Kinase), SAPK/JINK (do inglés,
Stress-activated protein kinase/c-Jun N-terminal kinase) e NF-xB
(Takuma et al., 2009; Fang et al., 2010; Carrano et al., 2011; Deane et
al., 2012). Recentemente, verificou-se sua relacdo com uma variedade
de lesdes no SNC, como disfuncdo neuronal, amplificacdo da
neuroinflamag@o, promog¢do de estresse oxidativo, aumento do influxo
de AP pela barreira hematoencefdlica (Takuma et al., 2009; Fang et al.,
2010; Carrano et al., 2011; Deane et al., 2012).

Estudos sugerem que a ativagdo de RAGE por seu ligante é
capaz de gerar um feedback positivo entre RAGE e NF-xB, o que gera
ciclo vicioso entre estresse oxidativo e inflamagdo, que cursaria com
aumento de AP e consequente ativacdo de NF-«B e entdo aumento da
expressdo de RAGE. Ja o RAGE aumentado, interage com seus ligantes,
induzindo a gera¢do de EROs e ativa NF-xB novamente (Bierhaus et al.,
1997; Schmidt; Stern 2000; Yeh et al, 2001; Zhang et al., 2013).
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Adicionalmente, a ativacdo do RAGE pode ser feita pelo HMGBI1, que
estd aumentado nos fluidos extracelulares durante a sepse, bem como
por S100B, uma proteina relevante na disfungdo do SNC (Sims et al.,
2010).

A familia das proteinas S100 modulam uma variedade de
funcdes intracelulares, incluindo homeostase do calcio, organizagéo
citoesquelética, progressao do ciclo celular, crescimento e diferenciacio
celular (Donato et al., 2001; Heizmann et al., 2002). Apesar de suas
funcdes intracelulares, a liberacdo das S100s acontecem a partir de
diferentes tipos celulares durante processos inflamatérios, podendo ser
utilizadas como marcadores de atividade na doenca (Frosch et al., 2000;
Foell et al., 2004), sendo a S100p associada a inflama¢do no SNC (Foell
et al., 2007). Estes eventos celulares sdo importantes na progressdo da
neurodegeneracdo (Tan et al., 2009). A resposta inata da glia ao dano,
patégeno ou estimulo de ativacdo de maneira geral conduziria a
desfeschos benéficos, como a fagocitose ou producdo de fatores de
reparacdo ou protecio. No entanto, quando a a¢do da microglia é
mantida gera superproducido de mediadores proinflmatoérios alterando a
homeostase, o que resulta em progressdo da doenca exacerbando a
influencia de fatores que interferem na disfuncdo neuronal e na
progressdo da neuropatologia (Lue et al., 2001; van Eldik er al., 2007;
Fang et al., 2010) Diversos estudos vem demonstrando que a A é capaz
de causar neutoxicidade e exercer danos diretos ou indiretos no SNC,
causando disfuncio e morte neuronal, levando a quadros de deméncia.

Distirbios  psiquidtricos como autismo, esquizofrenia,
transtorno bipolar e depressdo, tem relacdo com alteragdes da fungdo
sindptica (Wuwongse et al., 2013; Waites et al., 2011; Gonzalez-Burgos
et al., 2011). Em pacientes depressivos observou-se perda de volume
hipocampal, devido a neurgenese reduzida (Czeh; Lucassen, 2007;
Neumeister et al., 2005). Em modelo de estresse cronico moderado, foi
verificado niveis baixos de neurogenese e de sinaptofisina (Yang et al.,
2011). Em modelo animal verificou-se que o aumento da expressdo de
proteina pre-sindptica, estd relacionada a comportamento tipo
depressivo (Furukawa-Hibi ef al., 2010).

A sinaptofisina é a proteina mais abundante da vesicula
sindptica, geralmente mensurada para tentar quantificar as sinapses.
Sugere-se o envolvimento da sinaptofisina na endocitose e reciclagem
vesicular (Valtorta et al., 2004; Daly & Ziff, 2002 ). A forma soldvel de
AP vem sendo relatada como preditora de mudanca sindptica no cortex e
giro frontal superior na DA (Lue et al, 1999). A auséncia de
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imunoreatividade da sinaptofisina € relatada nas regides que apresentam
apenas a forma oligomérica de AP, porém o mesmo nido acontece com
as formas fibrilar e monomérica (Ishibashi et al., 2006). Sugere-se,
sobre a densidade siniptica, que AP, nas formas solivel e oligomérica
sdo toxicas as sinapses (Clare et al., 2010).

O imunoconteido de sinaptofisina na regido de cortex pode
ser reduzido pela a-sinucleina, de forma dose-dependente (Bate et al.,
2012). A o-sinucleina € um marcador histolégico na doenga de
Parkinson, localizada nos terminais pré-sinapticos, regula a formagdo da
vesicula sindptica e liberacdo de neurotransmissores (Cabin et al., 2002;
Bonini & Giasson, 2005), ainda, pode afetar a plasticidade sinaptica
durante o aprendizado (Clayton & George, 1998). No entanto,
evidéncias sugerem que pequenos oligomeros da a-sinucleina
acumulam-se na membrana pré-sinaptica e provocam degeneracio
sinaptica na doenca de Parkinson (Lee et al., 2006; Kramer et al., 2007,
Kazantsev et al., 2008). A perda das sinapses no hipocampo é uma
caracteristica de pacientes com doenga de Parkinson que desenvolvem
demencia (Galvin et al, 1999), bem como em modelo animal de o-
sinucleinopatia a perda neuronal é precedida por degeneracdo sinaptica
(Chung et al., 2009). A patologia associada a a-sinucleina acontece de
forma similar a tau fosforilada na DA (Braak et al., 2003).

Estas evidéncias apontam para um possivel papel da doenca
neurodegenerativa a longo prazo na disfun¢do cognitiva induzida pela
sepse, mas até o0 momento, ndo existem evidéncias capazes de confirmar
a relacdo entre esses dois eventos.

Assim, a hipotese desta tese é que a inflamagao aguda induz o
aumento de AP no cerebro de sobreviventes de sepse e isso esta
relacionado com o dano cognitivo de longo prazo.

1.3.2 Antioxidante e Metaloproteinase no tratamento da Sepse

As metaloproteinases da matriz (MMPs) s@o enzimas também
conhecidas como matrixinas de uma familia multigénica de proteases
neutras dependentes de zinco (Zhang, et al., 2010). As MMPs vém se
transformando em importantes enzimas reguladoras, tanto com atividade
pré como anti vias inflamatdrias, por resultarem em condi¢des benéficas
na regulacdo da defesa do hospedeiro e na doenca inflamatéria. Séo
também mediadores na patologia e na regeneragdo do SNC e além de
suas atividades benéficas apresentam também alguns efeitos adversos
(Agrawal & Shukla, 2008).
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A expressdao das MMPs encontra-se sobre o controle de um
mecanismo genético sofisticado ocorrendo por tré€s vias principais:
regulacdo da transcricio de genes; regulacio da ativagdo das pré-
enzimas e inibi¢do pela ac¢do dos inibidores especificos de MMPs
(TIMP), por estes fatores, a degradacdo da matriz extracelular (MEC)
estd diretamente relacionada com o equilibrio entre a producio, ativacio
e inibi¢cdo que impedem a protedlise excessiva da MEC (Yong et al.,
1998; Nagase et al., 2006).

O controle da expressdo génica das MMP € dado em resposta a
estimulos de citocinas (IL-1, IL-4, IL-6 ¢ TNF o) e EROs, NO,
hormonios e fatores de crescimento, que se ligam a receptores na
superficie da célula desencadeando cascatas de sinalizacdo intracelulares
ativando fatores de transcricdo que se ligam as regides responsivas
presentes no promotor de genes de diferentes MMPs (Sun, 2010).

No que se refere a formacao de EROs, pode-se dizer que em
condicdes fisioldgicas normais do metabolismo aerébico o O,, sobre
reducdo tetravalente com aceitacdo de 4 elétrons forma dgua. Durante
este processo sdo formados intermedidrios reativos como superoxido,
H,O', H e o H,0,. Normalmente, a redugdo completa do O, ocorre na
mitocOndria e a reatividade de EROs € neutralizada pela entrada dos 4
elétrons. Entre as espécies reativas de oxigé€nio formando o radical
superéxido, ocorre em quase todas as células aerdbicas e é produzida
durante a atuacdo mdxima de neutréfilos, macréfagos, mondcitos e
eosinofilos (Ferreira et,al., 1997, Cuzzocrea et al, 2001). O radical
perdxido reage com alvos biolégicos sendo que o efeito nos tecidos é
resultado da formagdo secundaria de novos radicais livres em adig¢do e
reacdo do superdxido com lipideos, catecolaminas e DNA (Marcathu et
al., 2000, Dix et al., 1996).

Entre as EROs, o oxigenio singlet é a forma mais citada do
oxigénio molecular e ndo possui elétrons desemparelhados na udltima
camada, é reconhecido como possivel contribuinte para o estresse
oxidativo nos sistemas vivos, altamente energéticos e mutagénicos,
sendo capaz de oxidar moléculas bioldgicas (Cuzzocrea et al., 2001,
Bozza et al., 2013).

O H,0, é capaz de atravessar camadas lipidicas podendo reagir
com a membrana eritrocitdria e com proteinas ligadas ao ferro, sendo
assim altamente téxicas paras as moléculas podendo ser aumentada a
toxicidade na presenca de ferro (Eaton, 1991). A liberacdo de ferro
intracelular diminui a capacidade liquorica de ligacdo de ferro-proteina e
a deficiéncia de enzimas antioxidantes no SNC ampliam o risco de
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lesdes induzidas pelo trauma com a liberacdo de ferro. Estas espécies
reativas sdo capazes de reagir indiscriminadamente com qualquer tipo
de molécula organica extraindo elétrons e gerando novos radicais livres
em reacdo em cadeia altamente citotéxicas (Cuzzocrea et al.,, 2001,
Ferreira et al.,, 1997).

Quando existe o aumento na produgdo ou diminuicdo das
defesas oxidantes acontece o estresse oxidativo, em que os radicais
livres em excesso comegam a produzir danos a lipideos, proteinas, DNA
e carboidratos, inibicdo das enzimas da cadeia respiratoria mitocondrial,
inativacdo de gliceroldeideo-3-fosfato hidrogenase, inibi¢do da atividade
ATPase na membrana sdédio-potassio e inativacdo do cdlcio na
membrana (Cuzzocrea et al.,, 2001).

Intervencdes que reduzem a producido de EROs exercem efeitos
benéficos em diversos modelos de endotoxinas e choque séptico. Estas
intervencdes incluem a N-acetilcisteina (NAC) a-tocoferol, alopurinol,
deferoxamina (DFX), catalase, superéxido dismutase, miméticos de
superoxido dismutase e tempol (Atis et al., 2006, Durante et al., 2004,
Xiang et al., 2003, Matejovic et al., 2005).

NAC € a precursora artifical de glutationa, € utilizada
clinicamente como droga mucolitica e no tratamento de intoxicacio por
paracetamol. E um scavenger de peréxido de hidrogénio, acido
hipocéorico e radical hidroxil e por estas a¢des inibe a liberagdo de NTF
2 e a ativag@o de citocinas pro-inflamatorias e apoptose celular (Sprong
etal.,, 1998).

Segundo Barichello (2005), evidencias usugerem que a
expressdo de TNF-[J € controlado pela transcrigdo de NF-kB cuja
atividade pode ser induzida pelo peroxido de hidrogénio. NAC mostrou
inibir a atividade de NF-kB em vdrias linhagens celulares inclusive em
macréfagos peritoniais em ratos.

O peréxido de hidrogénio, direta ou indiretamente, através de
sua reducdo do radical hidroxil via reacdo de Fenton, age como um
mensageiro na sintase e ativa¢do de mediadores inflamatérios. O NAC
como limpador destes radicais mostrou inibir a liberagdo destes
mediadores (Sprong et al., 1998).

O DFX é um quelante de ferro empregado em varias doengas
hematoldgicas. J4 existem estudos que mostram que a droga diminui a
injdria oxidativa quando usada antes e ndo depois da indugdo da sepse
melhorando a mortalidade (Messaris et al., 2004).
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Analisar marcadores de neurodegeneracdo em cérebro de ratos
sobreviventes a sepse e sua relacdo com dano cognitivo a longo prazo.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar o imunocontetdo de sinaptofisina no hipocampo e no
cortex pré-frontal em ratos sobreviventes ao modelo de sepse, por
Ligac@o cecal e pungdo (CLP), 30 dias apds a indugdo;

Avaliar tau fosforilada no hipocampo e no cortex pré-frontal
em ratos sobreviventes ao modelo de sepse, por Ligacdo cecal e puncio
(CLP), 30 dias ap6s a indugao;

Avaliar a-sinucleina no hipocampo e no cortex pré-frontal em
ratos sobreviventes ao modelo de sepse, por Ligacdo cecal e pungdo
(CLP), 30 dias ap6s a indugao;

Avaliar AP no hipocampo e no cortex pré-frontal em ratos
sobreviventes ao modelo de sepse, por Ligacdo cecal e puncido (CLP),
30 dias ap6s a indugio;

Avaliar S100B no hipocampo e no cortex pré-frontal em ratos
sobreviventes ao modelo de sepse, por Ligacdo cecal e pungdo (CLP),
30 dias ap6s a indugio;

Avaliar RAGE no hipocampo e no cortex pré-frontal em ratos
sobreviventes ao modelo de sepse, por Ligacdo cecal e pungdo (CLP),
30 dias ap6s a indugdo.

Avaliar do imunocontetido de sinaptofisina no hipocampo e
no cortex pré-frontal em ratos sobreviventes ao modelo de sepse apds o
tratamento com inibidor de MMP e antioxidantes (NAC e DFX).

Avaliar AB no hipocampo e no cortex pré-frontal em ratos
sobreviventes ao modelo de sepse apds o tratamento com inibidor de
MMP e antioxidantes (NAC e DFX).

Correlacionar os niveis de sinaptofisina e AP com
desempenho no teste de esquiva inibitéria em ratos sobreviventes ao
modelo de sepse por CLP, 30 dias apds a indugio.
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3. METODOLOGIA

Experimento 01: Determinacio da presenga de biomarcadores
de neurodegeneracdo em animais sobreviventes a sepse.

a) Inducdo de sepse por CLP com posterior avaliacdo dos niveis de AP,
RAGE, tau fosforilada, a-sinucleina, S100B e sinaptofisina;

Experimento 02: Determinacdo da relacdo entre niveis de beta-
amildide e sinaptofisina com alteragcdes cognitivas em longo prazo.

a) Inducdo de sepse por CLP com posterior avaliagdo dos niveis de beta
amiloide e sinaptosifina e sua relacdo com a performance na tarefa de
isquiva inibitdria

Experimento 03: Avaliacdo da efetividade do tratamento com
antioxidantes ou inibidor de metaloproteinase sobre niveis de beta-
amildide e sinaptofisina e sobre as alteragdes cognitivas em longo prazo.

a) Inducdo de Sepse — Modelo de CLP, com posterior avaliacdo de AP e
Sinaptofisina do grupo CLP que receberam antioxidantes ou inibidor da
metaloproteinase;

b) Teste de esquiva inibitéria com animais que receberam antioxidantes
ou inibidor da metaloproteinase.

3.1 Descricio do Experimento 01: Avaliacao de biomarcadores de
neurodegeneracao em animais sobreviventes a sepse

3.1.1 Animais

Neste estudo foram utilizados ratos Wistar machos, entre 2 e 3
meses de idade, pesando aproximadamente 350 g, procedentes do
biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense. Os animais foram
acondicionados com 5 animais por caixa, ciclo de claro e escuro de 12
horas (06:00 as 18:00) e comida e dgua ad libitum. O ambiente foi
mantido a temperatura de 23 + 1°C.
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Os procedimentos foram realizados de acordo com as
diretrizes estabelecidas pelo COBEA (Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal) para pesquisa utilizando animais. Todos os
protocolos realizados foram aprovados pelo comité de ética em animais
da UNESC, com aprovagdo sob n° 047/2009 CEUA/Unesc.

Durante os experimentos, os animais foram manipulados por
pessoas qualificadas, para tratar esses animais de maneira humanitaria
evitando dores e estresse desnecessarios a estes animais. Quando houve
indicacdo, ou ao final dos experimentos, os animais foram devidamente
sacrificados sob estrita obediéncia as prescricdes cientificas.

3.1.2 Inducio de Sepse — Modelo de ligacdo e perfuracido cecal
(CLP)

Sepse intra-abdominal foi induzida usando a técnica de CLP
conforme previamente descrito (Witchterman et al, 1980) com
adaptacdes (Ritter et al., 2003). Brevemente, os ratos foram anestesiados
com uma mistura de cetamina (80 mg/kg) e xilasina (10 mg/kg), por via
intraperitoneal, sendo submetidos a laparotomia com incisdo mediana
abdominal. O ceco foi exposto e ligado logo abaixo da jungdo ileo-cecal
com fio seda 3-0, mantendo assim a continuidade intestinal. O ceco foi
perfurado com uma agulha niimero 14 na face antimesentérica do ceco,
e gentilmente comprimido até extrusdo de contetido fecal. Os planos
cirdrgicos foram fechados e os ratos observados em caixa de
recuperacao por 2 horas.

Como controle, foram utilizados animais submetidos a
laparotomia, com manipulacio do ceco, mas sem ligacdo ou perfuracéo
(sham) conforme Figura 03. Os grupos sepse e sham receberam
reposicdo volémica, realizada com salina, 50 mL/kg, imediatamente e
12 horas apds a cirurgia. Apds o procedimento cirirgico os animais
receberam suporte bdsico de antibiticos (cefitriaxona 30 mg/kg e
clindamicina 25 mg/kg) a cada 6 horas por 3 dias. A sobrevivéncia em 7
dias foi de 100% no grupo sham e 43% no grupo sepse, bem como a
sobrevivencia apos 30 dias, em concordiancia com estudos prévios
(Ritter et al., 2003). Ao fim dos procedimentos os animais voltaram as
caixas com livre acesso a dgua e comida. Os animais foram distribuidos
de forma randomizada entre grupos sham e sepse.

Trinta dias apds o procedimento cirdrgico os animais foram
mortos por decaptacdo e isolados hipocampo e cortex pré-frontal (n=15

por grupo).
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Ligagao Cecal e Perfuracao (CLP)

1) Laparotomia mediana de 3
cm.

2) Exposicdo do intestino.

3) Isolamento do ceco, com
sutura abaixo da wvalvula
ileo-cecal, mantendo o
ransno intesunal.

4) Perfuragdo com agulha 14.

5) O ceco é delcadamente

comprimido, liberando
pequena quantidade de
fezes.

8) Alaparotomia & suturada.

Figura 3: Ligacdo cecal e Perfuragdao (CLP), adaptado de Wichterman, Baue,
Chaudry (1980).

3.1.3 Analise por Western Blot

Os niveis de AP, RAGE, tau fosforilada, a-sinucleina, S100B
e sinaptofisina foram mensurados por Western blot utilizando anticorpos
especificos. Para executd-lo as amostras foram homogeneizadas em
tampdo Laemmli (62,5 mM Tris-HCI, pH 6,8, 1% (w/v) de dodecil
sulfato de sédio (SDS), 10% (v/v) de glicerol) e quantidades iguais de
proteina (30 pg/pogo) foram fracionados por eletroforese em gel de
poliacrilamida - dodecil sulfato de sédio (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 Tampado 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 anticorpo diluido em TTBS (1:1000 — anti-RAGE, R5278, Sigma;
anti- AP, No. 2454; anti-sinaptofisina, No. 5461, Cell Signaling
Tecnology; anti-isoforma de tau de Doenca de Alzheimer, A8855,
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Sigma; anti-a-sinucleina, ab6162, Abcam; anti-S100B, ab41548,
Abcam, anti-fau, A8855, Sigma). Anticorpo secunddrio Anti-IgG de
coelho ou rato (de acordo com as espécies que originaram o anticorpo
primdrio) foi incubado com as membranas durante 2 horas em
temperatura ambiente (diluicdo: 1:5000), a membrana foi lavada
novamente e a imunorreatividade foi detectada por quimioluminescéncia
utilizando o kit Pierce WestPico Chemiluminescence. A anélise
densitométrica dos filmes foi realizada com o software ImageQuant.
Todos os resultados foram expressos como uma razio relativa entre A,
RAGE e sinaptofisina e o imunocontetido de proteina 3-actina.

3.1. 4 Analise Estatistica

Os resultados do imunoblotting sdo expressos como a média +
DP (desvio-padrdo). As diferencas entre os grupos foram comparados
pelo teste t. Todas as andlises estatisticas foram realizadas com o SPSS
12.0 para Windows® e foi atribuida significancia estatistica quando p <
0,05.

3.2 Descricao do Experimento 02: Determinacio dos niveis de AP e
sinaptofisina com alteracoes cognitivas a longo prazo.

3.2.1 Animais

Os procedimentos adotados foram os mesmos dos animais do
experimento O1.

3.2.2 Inducio de Sepse — Modelo de ligacio e perfuracido cecal
(CLP)

Os procedimentos adotados foram os mesmos dos animais do
experimento 01.

3.3.3 Analise por Western Blot

Os procedimentos adotados foram os mesmos dos animais do
experimento 01 limitado apenas a dosagem de beta-amiloide e
sinaptofisina por apresentarem no experimento 01 o aumentos mais
significativo.
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3.2.3 Teste de esquiva inibitoria

Para realizacdo de tal avaliacdo usou-se uma caixa de acrilico
na qual o piso é formado por barras paralelas de metal (Imm de
didmetro). Uma plataforma com 7 cm de largura e 2,5 cm de
comprimento é colocada junto a parede esquerda do aparelho. Na sessdo
de treino, os animais sdo colocados sobre a plataforma e mede-se o
tempo que o animal leva para descer com as quatro patas da plataforma.
Esse tempo € denominado laténcia. Imediatamente apds descer da
plataforma (com as 4 patas), o animal recebe um choque de 0,4 mA
durante 2 segundos. Na sessao de teste, o animal € novamente colocado
na plataforma e medido o tempo que ele leva para descer (laténcia),
porém ndo € administrado choque. A laténcia é um parametro cldssico
de retencdo de memoria. Os intervalos entre o treino e o teste foram de
24 horas para medir memoria de longa duragdo (Izquierdo, et al., 1998,
Quevedo, et al,. 1999).

Figura 4: Esquiva Inibitdria (treino simples). Imagem disponibilizada pelo
Laboratério de Neurociéncias/UNESC.

3.3 Descricao do experimento 03: Avaliacdo da efetividade do
tratamento com antioxidantes ou inibidor de metaloproteinase
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sobre niveis de beta-amildide e sinaptofisina e sobre as alteracodes
cognitivas em longo prazo.

3.3.1 Animais

Os procedimentos adotados foram os mesmos dos animais do
experimento O1.

3.3.2 Inducio de Sepse — Modelo de ligacdo e perfuracio cecal
(CLP)

Os procedimentos adotados foram os mesmos dos animais do
experimento 01 com excecdo de que alguns animais foram tratados
imediatamente apds a inducdo da sepse com antioxidantes (N-
acetilcisteina, 20 mg/kg a cada 6 horas por 24 horas e uma unica dose de
deferoxamina 20 mg/kg ambas subcutineo) ou com inibidor de
metaloproteinase 2-9 (inibidor I — Santa Cruz Biotecnologia - 0,3
mg/kg, injetado como uma tnica dose no ventriculo cerebral com
auxilio de um estereotdxico) (n = 15 por grupo).

3.3.3 Analise por Western Blot
Foi utilizada a mesma técnica do experimento O1.
3.3.4 Teste de esquiva inibitoria

Os procedimentos adotados foram os mesmos dos animais do
experimento 02.

3.3.5 Analise Estatistica

Os dados obtidos pelo teste de esquiva inibitéria foram
comparados pelo teste Mann-Whitney. A andlise inter-grupos foi
realizada pelo teste Wilcoxon. Para andlise dos efeitos dos tratamentos
sobre os niveis de marcadores de neurodegeneracdo e a performace na
esquiva inibitdria foi realizado teste de ANOVA de uma via seguido do
teste de Tukey.

Todas as andlises estatisticas foram realizadas com o SPSS 12.0
para Windows® e foi atribuida significincia estatistica quando p < 0,05.
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4. RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados em trés momentos: Resultados
do Experimento 01, Resultados do Experimento 02 e Resultado do
Experimento 03:

4.1 RESULTADOS DO EXPERIMENTO 01

4.1.1 Avaliacdo do imunocontetido de AP, RAGE e sinaptofisina em
hipocampo e cortex pré-frontal

Quando comparado ao grupo sham, o imunocontetido de AP
esteve significativamente aumentado no hipocampo (Figura 5) no grupo
sepse, mas ndo no coértex pré-frontal (Figura 6). Houve aumento da
expressdo de RAGE no hipocampo e no cértex pré-frontal do grupo
sepse (Figuras 7 e 8), comparado ao sham. Ainda, o imunoconteddo de
sinaptofisina diminuiu apenas no cortex pré-frontal do grupo sepse
(Figuras 9 e 10).
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SHAM SEPSE

Figura 5: Imunocontetido de AP em hipocampo de animais sobreviventes a
sepse. Imunoblot € representado por amostras individuais de diferentes animais
do grupo sham ou sepse. Os graficos de colunas representam a média + DP,
normalizados por imunoconteido de B-actina. As amostras foram analisadas
utilizando o teste t e *demonstra diferenca significativa entre os grupos sham e
sepse (p<0,05), n=15 por grupo.
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Figura 6: Imunoconteido de AP em cortex pré-frontal de animais
sobreviventes a sepse. Imunoblot € representado por amostras individuais de
diferentes animais do grupo sham ou sepse. Os gréficos de colunas representam
a média + DP, normalizados por imunocontetido de B-actina. As amostras foram
analisadas utilizando o teste t. n=15 por grupo.
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Figura 7: Imunoconteido de RAGE em hipocampo de animais sobreviventes a
sepse. Imunoblot é representado por amostras individuais de diferentes animais
do grupo sham ou sepse. Os graficos de colunas representam a média + DP,
normalizados por imunocontetido de B-actina. As amostras foram analisadas
utilizando o teste t e *demonstra diferenca significativa entre os grupos sham e
sepse (p<0,05), n=15 por grupo.
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Figura 8: Imunoconteido de RAGE em cdértex pré-frontal de animais
sobreviventes a sepse. Imunoblot € representado por amostras individuais de
diferentes animais do grupo sham ou sepse. Os gréficos de colunas representam
a média + DP, normalizados por imunocontetido de B-actina. As amostras foram
analisadas utilizando o teste t e *demonstra diferenca significativa entre os
grupos sham e sepse (p<0,05), n=15 por grupo.
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Figura 9: Imunocontedido de sinaptofisina em hipocampo de animais
sobreviventes a sepse. Imunoblot € representado por amostras individuais de
diferentes animais do grupo sham ou sepse. Os graficos de colunas representam
a média + DP, normalizados por imunocontetido de B-actina. As amostras foram
analisadas utilizando o teste t, n=15 por grupo.SNP=sinaptofisina.
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Figura 10: Imunoconteido de sinaptofisina em cortex pré-frontal de animais
sobreviventes a sepse. Imunoblot € representado por amostras individuais de
diferentes animais do grupo sham ou sepse. Os gréficos de colunas representam
a média + DP, normalizados por imunocontetido de B-actina. As amostras foram
analisadas utilizando o teste t e *demonstra diferenca significativa entre os
grupos sham e sepse (p<0,05), n=15 por grupo.SNP=sinaptofisina.
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4.1.2 Avaliacio do imunoconteiido de a-sinucleina, tau fosforilada e
S100p em hipocampo e cortex pré-frontal

Em hipocampo e cortex pré-frontal de animais do grupo sepse
o imunoconteido de a-sinucleina foi significativamente maior

comparado ao sham (Figuras 11 e 12).
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Figura 11: Imunoconteido de a-sinucleina em hipocampo de animais
sobreviventes a sepse. Imunoblot € representado por amostras individuais de
diferentes animais do grupo sham ou sepse. Os graficos de colunas representam
a média + DP, normalizados por imunocontetido de B-actina. As amostras foram
analisadas utilizando o teste t e *demonstra diferenca significativa entre os

grupos sham e sepse (p<0,05),
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Figura 12: Imunocontetido de o-sinucleina em cértex pré-frontal de animais
sobreviventes a sepse. Imunoblot € representado por amostras individuais de
diferentes animais do grupo sham ou sepse. Os grficos de colunas representam
a média + DP, normalizados por imunocontetido de B-actina. As amostras foram
analisadas utilizando o teste t e *demonstra diferenca significativa entre os
grupos sham e sepse (p<0,05),

Umdades Arbitranas
]

O imunoconteido de tau fosforilada, determinado pela
utilizacdo de um anticorpo desenvolvido para detectar a isoforma de tau
predominante no tecido cerebral de pacientes com DA - “AD-like tau”-,
também foi maior no hipocampo do grupo sepse (Figura 13), porém no
cortex pré-frontal (Figura 14) ndo foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos.
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Figura 13: Imunoconteido de tau fosforilada em hipocampo de animais
sobreviventes a sepse. Imunoblot € representado por amostras individuais de
diferentes animais do grupo sham ou sepse. Os graficos de colunas representam
a média + DP, normalizados por imunocontetido de B-actina. As amostras foram
analisadas utilizando o teste t e *demonstra diferenca significativa entre os
grupos sham e sepse (p<0,05),



62

SHAM SEPSE

p-TAU
f-actina

b —

15
A=

L
i

Umnidades Arbitrarias
3

SHAM SEFEE

Figura 14: Imunoconteido de tau fosforilada em cértex pré-frontal de animais
sobreviventes a sepse. Imunoblot € representado por amostras individuais de
diferentes animais do grupo sham ou sepse. Os gréficos de colunas representam
a média + DP, normalizados por imunocontetido de B-actina. As amostras foram
analisadas utilizando o teste t (p<0,05),

N

Animais dos grupos sham e sepse apresentaram
imonucontetido se S100p semelhantes em hipocampo e cortex pré-
frontal (Figuras 15 e 16).
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Figura 15: Imunocontetido de S100f em hipocampo de animais sobreviventes a
sepse. Imunoblot é representado por amostras individuais de diferentes animais
do grupo sham ou sepse. Os graficos de colunas representam a média + DP,
normalizados por imunocontetido de B-actina. As amostras foram analisadas
utilizando o teste t e (p<0,05),
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Figura 16: Imunoconteido de S100f em cortex pré-frontal de animais
sobreviventes a sepse. Imunoblot € representado por amostras individuais de
diferentes animais do grupo sham ou sepse. Os gréficos de colunas representam
a média + DP, normalizados por imunocontetido de B-actina. As amostras foram
analisadas utilizando o teste t (p<0,05),

4.2 RESULTADOS DO EXPERIMENTO 02

4.2.1 Determinacdo da relacdo entre niveis de beta-amilbide e
sinaptofisina com alteracdes cognitivas em longo prazo.

A laténcia na esquiva inibitéria no teste, foi significativamente
reduzida no grupo sepse, quando comparado com o grupo sham,
sugerindo dano na memdria aversiva. Quando os animais do grupo sepse
foram divididos de acordo com as medianas do teste, observou-se que o
pior desempenho foi associado com baixos niveis de sinaptofisina no
cortex pré-frontal (Figura 17A), mas a mesma relagdo néo foi observada
para imunocontetido de AP ou RAGE (dados ndo mostrados). Quando o
desempenho da esquiva inibitéria foi classificado de acordo com os
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quartis da relacdo de sinaptofisina e coOrtex pré-frontal e desempenho
parece adquirir uma "dose-resposta” (Figura 17B). Além disso, os niveis

de sinaptofisina ¢ AP no coértex pré-frontal foram inversamente
correlacionados (R2 =0,49, p <0,001).
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Figura 17: Desempenho no teste de esquiva inibitdria relacionado aos niveis de
sinaptofisina no cértex pré-frontal. O desempenho no teste de esquiva inibitdria
foi relacionada com os niveis de sinaptofisina, dividindo de acordo com a
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mediana da latencia na sessdo teste (A), ou pelos quartis da latencia na sessio
teste (B). Os grupos sepse sdo apresentados em grificos de colunas,
representando a média + DP de sinaptofisina, normalizados por imunocontetido
de B-actina. Os dados foramanalisadas utilizando o teste t ou ANOVA e *
demonstra diferenca significativa em relagdo a <mediana ou quartil < 25,
#demonstra diferenca em relag@o ao quartil 50-75 (p<0,05), n=15 por grupo.

4.3 RESULTADOS DO EXPERIMENTO 03

4.3.1 Avaliacdo do imunocontetido de Ap e tratamento com inibidor
de MMP e Antioxidantes (ATX)

Quando comparado o imunoconteudo de AP do grupo sham
com o grupo CLP no hipocampo e cortex percebe-se um aumento
significativo em ambos. Quando comparados imunoconteudo de Ap do
grupo CLP com CLP+MMP2-9 e ATX no hipocampo e cortex, percebe-
se uma reducdo significativa do imunoconteudo de AB em ambos.

Hipocampo
Cortex Pré-frontal
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Figura 18: Imunoconteido de AP no hipocampo e cortex pré-frontal dos
animais sobreviventes a sepse. Immunoblot é representado por a mostras
individuais de diferentes animais do grupo sham, grupo sepse, grupo animais
tratados com MMP2-9 e animais tratados com ATX. Os grificos de coluna
representam a média = DP normalizados por imunoconteudo de AP. As
amostras foram analisadas utilizando por ANOVA e * demonstra diferencgas
significativas comparando com o grupo sham e # a diferenca significativa

comparando com o grupo sepse (p < 0,05), n = 15 por grupo.

4.3.2 Avaliacdo do imunocontetido de Sinaptofisina e tratamento
com inibidor de MMP e ATX

Quando comparado o imunoconteudo de Sinaptofisina do grupo
sham com o grupo CLP no hipocampo e cdrtex percebe-se uma redugio
significativa em ambos. Quando comparados imunoconteido de
Sinaptofisina do grupo CLP com CLP+MMP2-9 ¢ ATX no hipocampo
ndo se percebe alteracoes significativas porém, no cértex, percebe-se um
aumento do imunoconteudo de sinaptofisina apds tratamento com
MMP2-9 e ATX.

Hipocampo Cortex
Pré-frontal
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Figura 19: Imunocontetido de Sinaptofisina no hipocampo e cértex pré-frontal
dos animais sobreviventes a sepse. Immunoblot é representado por a mostras
individuais de diferentes animais do grupo sham, grupo sepse, grupo animais
tratados com MMP2-9 e animais tratados com ATX. Os gréficos de coluna
representam a média = DP normalizados por imunoconteudo de Af. As
amostras foram analisadas utilizando por ANOVA e * demonstra diferencgas
significativas comparando com o grupo sham e # a diferenca significativa
comparando com o grupo sepse (p < 0,05), n =15 por grupo.

Synaptophysin

4.2.3 Teste de comportamento

A laténcia na esquiva inibitdria no teste foi significativamente
reduzida no grupo sepse, quando comparado com o grupo sham,
sugerindo dano na memdria aversiva, como ja demonstrado. Quando os
animais do grupo sepse foram tratados com inibidor de MMP2-9 ou
ATX, observou-se a melhora do desempenho da mem( Figura 20).
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Figura 20: Prevencdo do déficit cognitivo a longo prazo em animais
sobreviventes a sepse por tratamento com ATX ou inibidor de MMP2-9. Sepse
foi induzida nos animais tratados ou ndo com antioxidantes ou inibidor de
MMP2-9 e 30 dias depois foi realizado o teste da esquiva. O grafico de colunas
representam mediana e intervalo interquartil do tempo de laténcia de teste. Os
dados foram analisadas por meio de testes de Mann Whitney, com p <0,05, o *
representa a diferenga grupo sham, sepse, de animais tratados com inibidor de
MMP2-9 e animais tratados com ATX.
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5. DISCUSSAO

Os resultados deste estudo sugerem que a inflamacdo
sistémica aguda estd associada com marcadores de neurodegeneracio no
cérebro, que os niveis de sinaptofisina no coértex pré-frontal estdo
associados com o desempenho no teste de esquiva inibitéria e
inversamente correlacionados com o conteddo de AP no grupo sepse.
Sugerem ainda que o tratamento precoce na sepse com inibidor de
MMP-2, MMP-9 e antioxidantes (NAC e DFX) pode melhorar o déficit
cognitivo tardio.

H4 evidéncias crescentes de que a inflamagdo e
neurodegeneracdo sdo eventos relacionados. Verificou-se niveis de
procalcitonina (PCT) no fluido cerebrospinal significativamente
aumentados em pacientes com DA, deméncia vascular, deméncia com
corpos de Lewy e deméncia fronto-temporal, de forma semelhante ao
observado em situacdes neuroinflamatdrias agudas, tais como na
encefalite e meningite (Ernst ez al., 2007).

Atualmente, as consequéncias da encefalopatia séptica na
fungdo cerebral a longo prazo sdo pouco compreendidas. Demonstrou-se
em modelo animal de que a disfuncdo comportamental € independente
dos niveis de glicose cerebral, mas dependente do gene da iNOS,
sugerindo uma relagdo com a manutengdo da ativacdo da microglia
(Weberpals et al., 2009). Ja se relatou que as fases iniciais da sepse sdo
caracterizadas pela maior producdo de espécies reativas, ocasionando
estresse oxidativo (Barichello et al, 2006) e que o tratamento
antioxidante durante esta fase aguda preveniu o desenvolvimento de
danos cognitivos tardios em modelo animal de sepse (Barichello et al.,
2007).

Recentemente foi demonstrado que o bloqueio da sintese de
TNF-[1] reduz as multiplas caracteristicas marcantes da DA, incluindo o
aumento de AP e com danos na memodria de ratos Tg-DA, preservando
os niveis de sinaptofisina (Tweedie et al., 2012). Uma vez que o estresse
oxidativo e inflamacdo sdo eventos relacionados em ambas, doenca
neurodegenerativa e sepse, € possivel que o estresse oxidativo e ativagao
da microglia colaborem para danos cognitivos a longo prazo observadas
em sobreviventes de sepse.

Microglia é a fonte comum do dano pré-inflamatério e
oxidativo em DA, como mostrado pelas observacdes consistentes de
“upregulation” de resposta inflamatéria em regides do cérebro que
apresentam niveis elevados de marcadores de DA, tais como o cdrtex
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frontal e limbico (Cras et al., 1990; Good et al., 1996). Por outro lado,
estes marcadores de inflamag@o ou de estresse oxidativo estdo ausentes
ou ou presentes em quantidades minimas em regides do cérebro que sao
tipicamente menos susceptiveis a eventos neurotdxicos relacionados a
patologia da DA, tais como o cerebelo (Akiyama et al., 2000). Sugere-se
que a inflamacdo e aumento do estresse oxidativo, tanto antes de um
diagndstico da doenga de Alzheimer (ou, pelo menos, no inicio da DA),
devido a super-ativacdo de determinadas respostas pro-inflamatdrias
pelos fagdcitos mononucleares, reforcando a ideia de que a inflamacdo
cerebral precoce e estresse oxidativo podem estar relacionados com a de
marcadores tardios da neurodegeneragdo (Nunomura et al, 2001;
Fagiolo et al., 1993).

Observou-se também que evidéncias farmacoldgicas
relacionam a defici€ncia cognitiva a longo prazo associada sepse com
doencgas neurodegenerativas (Tuon et al., 2008; Comim et al., 2009;
Cassol-Jr et al., 2010), portanto, esta evidéncia estd realcionada com o
aumento de AP, rau fosforilada e o-sinucleina no hipocampo e o-
sinucleina em coértex pre-frontal de animais sépticos. Kaul et al., (2001)
verificou diferentes os niveis de o-sinuclefna nas regioes cerebrais,
sendo elevados os niveis em tronco e cortex pre-frontal enquanto em
hipocampo e cerebelo nio se observou. Esta variabilidade pode explicar
os niveis aumentados de o-sinucleina no cértex pré-frontal em nosso
estudo.  Estas  modificacbes sdo comuns em  condigOes
neurodegenerativas ou processos neurotoxicos agudos, indicando uma
disfuncdo bioquimica resistente no SNC.

Observou-se também, correlagio inversa entre os niveis de AP
e sinaptofisina e sua relacdo com o desempenho no teste de esquiva
inibitéria. Essas mudangas sugerem uma correlacdo temporal com a
ocorréncia de dano cognitivo no teste dependente do circuito
hipocampo-pré-frontais (Tuon et al., 2008), sugerindo uma relagéo entre
estes dois fendmenos. Uma vez que AP desempenha um papel central
em eventos neurotoxicos celulares relacionados com perturbagdes
neurodegenerativas tais como DA, também investigou-se uma via
relacionada com a neurotoxicidade da AP nestes animais.

A super-expressdo e ativacdo de RAGE no SNC tém sido
crescentemente implicada na progressao da neurodegeneracio observada
na DA e outras perturbacdes neurodegenerativas (Yan et al., 2009).
Acredita-se que a neurotoxicidade relacionada com a sinaliza¢cdo RAGE
no cérebro € relacionada tanto com mecanismos que aumentam a
expressdo de RAGE e/ou a produgdo e secre¢do de ligantes de RAGE,
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tais como o AP, S100B e AGEs (Zhang et al., 2009). Um dos principais
alvos intracelulares da activacio RAGE € o factor de transcri¢do NF-kB,
que induz a expressao de colonias de macréfagos, fator estimulante que
ativa a microglia, perpetuando a resposta inflamatdéria e do estresse
oxidativo no cérebro (Du Yan et al., 1997). Uma vez que o gene RAGE
também contém um elemento de resposta para o NF-kB (p65), a ligacdo
de AP com RAGE resulta em um ciclo de feedback positivo de indugéo
RAGE, que por sua vez aumenta ainda mais a inflamacao do cérebro, o
estresse oxidativo e producdo de AP (Creagh-Brown et al., 2010).
Recentemente foi demonstrado que o polimorfismo G82S do RAGE
(associada com um aumento da afinidade de ligantes de RAGE) esta
associada com inicio precoce da DA e aumento significativo na
imunorreatividade de RAGE foi observado no inicio da DA (Li et al.,
2010a).

Além do crescente aumento de dados que apontam para este
receptor como um dos principais mediadores da sinalizacdo neurotéxica
no cérebro, foi também demonstrado um importante papel para RAGE
na progressdo da neurodegeneracdo, a proteina foi identificada como
mediadora do transporte de AP através da barreira hematoencefilica,
assim sendo a principal causa de transloca¢do de AP sistémica para o
SNC (Candela et al., 2010). Neste contexto, os nossos resultados
sugerem que o cérebro de sobreviventes a sepse sdo caracterizados por
um aumento persistente de varios potenciais mediadores da
neurodegeneracdo da via RAGE, mas, apesar disso, ndo é possivel
observar uma relagdo direta dos niveis de RAGE com o desempenho no
teste de esquiva inibitdria.

Algumas observacdes e limitacdes devem ser abordadas.
Primeiro, apesar do fato de a esquiva inibitéria ser uma tarefa
dependente do hipocampo néo foi possivel determinar uma diminuicio
nos niveis de sinaptofisina no hipocampo ou uma relacdo do aumentos
niveis de AP e RAGE no hipocampo com desempenho no teste de
esquiva inibitdria. Isto pode estar relacionado a perda importante de
neur6nios colinérgicos pré-frontais, como demonstrado por Semmler et
al., (2007), e a dependéncia parcial das conexdes neurais pré-frontais no
teste de esquiva inibitéria. Ainda, a dependéncia pré-frontal da esquiva
inibitéria estd relacionada principalmente com a atividade do eixo
hipotdlamo-pituitdria-adrenal (HPA) (Garrido et al., 2012), em que ja se
demonstrou relacio entre o dano a memoria e alteragdes no eixo HPA
em ratos sobreviventes a sepse (Cassol-Jr et al., 2010). Em segundo
lugar, ndo foi possivel determinar se a diminui¢do dos niveis de
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sinaptofisina pré-frontal estd realmente relacionada com AP, pois nio
houve aumento significativo dos niveis de AP nesta estrutura (apesar do
apresentar uma tendéncia para aumento dos niveis).

O estudo demonstrou que o tratamento com antioxidantes
precoce, pode diminuir o deficit cognitivo a longo prazo em modelo
animal. A relacdo entre os niveis de AP e sinaptofisina e déficit
cognitivo observado em sobreviventes de sepse deve porem, ser
interpretados com cautela (Baruch- Suchodolsky, Ficher, 2009; Soscia
et al., 2010). Existem algumas evidéncias que sugerem AP poderia ter
atividade antioxidante, anti-inflamatdria e também anti-microbiana(Rao
etal.,2012).

Assim, o aumento dos niveis de A poderia ser um marcador
de inflamagdo, e ndo um grande componente de déficit cognitivo
associada a sepse. Neste contexto, os efeitos dos antioxidantes e
inibidores de metaloproteinase na inflamagdo também podem diminuir
indiretamente AP. Os marcadores sindpticos como sinaptofisina
reduzem a Inflamacdo quando o estimulo inflamatério néo estd presente
por muito tempo (Rao et al., 2012).

No cértex pré-frontal, foi observado queda nos niveis de
sinaptofisina e com pequeno aumento nos seus niveis de tratamentos
melhorou o desempenho da memdria. Como os niveis de sinaptofisina
ndo aumentaram no grupo controle, é possivel pressupor que os
antioxidantese ou os inibidores de MMP-2 ¢ MMP-9 melhoram alguns
mecanismos associados ao déficit de memoria dos ratos sobreviventes a
sepse.

Halliwell e Gutteridge (2007) mencionam que 0s
antioxidantes podem interferir com o NO e seus metabdlicos ou com
espécies reativas de oxigénio que podem ter ligacdo com a disfungdo da
mitocondria. NAC pode atuar como scavenger (limpador) direto no NO
e peroxinitrito. NAC e DFX, pode interferir na geracao de EROs
diminuindo assim o estresse oxidativo e preservando a funcao
mitocondrial. Assim prressupoem-se que NAC associado ao DFX
possam ter papel terapéutico para o dano cognitivo tardio em
sobreviventes de sepse induzida por modelo CLP (Barrichello et al.;
2007).

Conclui-se que foi possivel demonstrar que o cérebro dos
animais sobreviventes a sepse apresentou vdrios marcadores de
neurodegeneracdo e o desempenho no teste de esquiva inibitéria parece
ser dependente dos niveis de alguns destes marcadores, sugerindo que
um “fendmeno neurodegenerativo” podendo este ser um fator
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importante na associa¢do com dano cognitivo a longo prazo em ratos
sobreviventes a sepse. Mais estudos podem esclarecer a relacdo entre
dano cognitivo persistente e expressdo de RAGE, ativacdo e producao
sistémica e cerebral de ligantes de RAGE em sobrevivente a sepse.
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