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RESUMO

A sepse, atualmente, é definida como uma disfuncao orgénica com alto risco de morte, causada
por uma resposta desregulada do hospedeiro ao insulto infeccioso que pode ser
significativamente amplificado por fatores enddgenos. Apesar dos avancos significativos em seu
tratamento, a sepse continua sendo uma das principais causas de mortalidade e morbidade.
Estudos recentes sugerem que uma comunicacdo bidirecional entre o cérebro e o sistema
imunologico é crucial para manter a homeostase do sistema nervoso central (SNC). As taxas de
mortalidade e morbidade em doencas infecciosas sdo mais altas em idosos quando comparadas a
adultos, e a inflamacdo sistémica estd emergindo como um fator significativo de declinio
cognitivo no cérebro idoso e vulneravel. Este estudo teve como objetivo avaliar o papel as Sepse,
induzida por CLP, e da idade como insultos inflamatdrios na progressdo do declinio cognitivo e
sua contribuicdo para a neurodegeneracdo em ratos Wistar machos jovens (2 meses) observados
60 e 90 dias ap6s a cirurgia (etapa 1 e 2, respectivamente); e animais jovens (2 meses) e adultos
(6 meses) submetidos a sepse e observados 30 dias apds a cirurgia (etapa 3). Animais com 2
meses de idade observados 60 e 90 dias ap6s a cirurgia foram submetidos ao teste de
reconhecimento de objetos e o cortex pré-frontal (CPF) e hipocampo (HIPO) foram removidos
para a determinagdo dos niveis de citocinas fator de necrose tumoral-a. (TNF-a), interleucina 1§
(IL-1pB) e interleucina 6 (IL-6), atividade da mieloperoxidase (MPQ), a determinacdo dos niveis
de peptideo beta-amiloide (BA) por meio do Western Blot, e imuno-histoquimica para 0s
marcadores de ativacdo microglial (molécula adaptadora ionizada de ligacédo ao célcio 1 (IBA-1),
Oxido nitrico sintase induzivel (iNOS), marcador de macrofago b (CD11b); arginase (Arg) e
interleuvina 10 (IL-10). Os animais com 2 e 6 meses, apés 30 dias da CLP, foram submetidos aos
testes comportamentais do nado forcado e esquiva inibitéria, e o CPF e HIPO foram removidos
para a determinacdo dos niveis de BA por Western Blot, de dano oxidativo (TBARs e proteina
carbonilada) e niveis de citocina (IL-1p e IL-6). Em ratos com 2 e 6 meses, 30 dias ap6s CLP, a
sepse causou dano no desempenho da tarefa de esquiva inibitria e aumentou o tempo de
imobilidade no teste de nado forcado. Tanto a sepse quanto a idade induziram inflamacao
cerebral e 0 aumentando dos niveis de TBARs em CPF na idade de 6 meses e, no HIPO, em
ambas as idades. Os niveis de BA também estavam aumentados na idade de 6 meses, 30 dias apos
CLP no CPF e no HIPO. A sepse, juntamente com 0 avanco da idade, teve efeitos aditivos nos
niveis de IL-1p no hipocampo e nos niveis de carbonila no cértex pré-frontal nesses animais. No
hipocampo, dos animais observados 60 e 90 dias apds CLP, houve aumento dos niveis de TNF-a
e IL-1B. Isso também ocorreu com os niveis de IL-1B e IL-6 no cortex pre-frontal. Isto foi
associado com aumento persistente na ativacdo da micrdglia e nos niveis de BA. Os resultados
apontam, portanto, que um dano cerebral pode influenciar o processo de envelhecimento
induzindo alterages no SNC, principalmente por induzir neuroinflamacéo, em animais sépticos.

Palavras-chaves: sepse, CLP, inflamacao, cogni¢do, memoria



ABSTRACT

Sepsis is currently defined as a high-risk-of-death organ dysfunction caused by an unregulated
host response to infectious insult that can be significantly amplified by endogenous factors.
Despite significant advances in its treatment, sepsis remains a major cause of mortality and
morbidity. Recent studies suggest that bi-directional communication between the brain and the
immune system is crucial to maintaining central nervous system (CNS) homeostasis. Mortality
and morbidity rates in infectious diseases are higher in the elderly compared to adults, and
systemic inflammation is emerging as a significant factor in cognitive decline in the elderly and
vulnerable brain. This study aimed to evaluate behavioral, neurochemical and neuroinflammatory
parameters induced by PLC sepsis in the progression of the physiological process of brain aging
in young (2 months) and adult (6 months) male Wistar rats submitted to sepsis and observed 30
days after sepsis. surgery; and in rats with young (2 months) observed 60 and 90 days after
surgery. 2-month-old animals observed 60 and 90 days after surgery underwent an object
recognition test and the prefrontal cortex and hippocampus were removed for cytokine,
myeloperoxidase (MPO), beta-amyloid peptide ( AP) and immunohistochemistry for microglial
activation markers. In animals aged 2 and 6 months, after 30 days of CLP, they were subjected to
forced swim behavioral and inhibitory avoidance tests, f-amyloid content, oxidative damage and
cytokine levels were measured in the hippocampus and prefrontal cortex. In rats at 2 and 6
months, 30 days after CLP, sepsis impaired the performance of the inhibitory avoidance task and
increased immobility time in the forced swim test. Both sepsis and aging induced brain
inflammation and oxidative damage and increased AP content. Sepsis, along with aging, had
additive effects on interleukin-1 levels in the hippocampus and carbonyl levels in the prefrontal
cortex in these animals. In the hippocampus, the animals observed 60 and 90 days after CLP
increased TNF-a and IL-1B levels in septic animals. This also occurred with IL-1p and IL-6
levels in the prefrontal cortex. This was associated with a persistent increase in microglia
activation and AP levels. The results indicate, therefore, that brain damage can influence the
aging process by inducing glial and neuronal changes, mainly by inducing neuroinflammation,
impacting the mental health of the elderly, which ultimately contributes to its lower quality of
life.

Keywords: sepsis, CLP, inflammation, cognition, memory
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1 INTRODUCAO

1.1 SEPSE

O conceito moderno de sepse tem se concentrado na resposta humana aos organismos
invasores. Em 1991, uma conferéncia de consenso norte-americana introduziu a ideia de que a
sepse € a resposta inflamatdria do hospedeiro a infeccdo (Bone et al. 1992). Para simplificar, a
sindrome da resposta inflamatoria sistémica do inglés: systemic inflammatory response syndrome
(SIRS), foi definida por quatro variaveis: temperatura, frequéncia cardiaca, frequéncia
respiratéria e contagem de leucdcitos (Vincent et al. 2013). Uma segunda conferéncia de
consenso em 2001 (Levy et al. 2003), tentou rever os critérios da SIRS, mas ndo conseguiu
apresentar uma lista de variaveis faceis de usar para definir a sepse. Ao expandir a lista de
possiveis critérios clinicos, os membros da comissdo se arriscaram a tornar a definicdo menos
especifica. Tentaram listar critérios maiores e menores, como, por exemplo, para endocardite,
mas ndo conseguiram identificar nenhum critério significativo. Assim, os critérios de 1991 para
sepse continuam a ser utilizados (Vincent et al. 2013).

A sepse, atualmente, é definida como uma disfuncdo organica com alto risco de
morte, causada por uma resposta desregulada do hospedeiro ao insulto infeccioso (Singer et al.
2016) que pode ser significativamente amplificado por fatores enddgenos (Angus and van der
Poll 2013). E uma sindrome de anormalidades fisiol6gicas, patoldgicas e bioquimicas induzidas
por infeccdo e tem sido uma grande preocupacdo de saude publica (Torio and Andrews 2006).
Essa condicdo abrange muitas causas comuns de hospitalizagdo, como a pneumonia
acompanhada por hipoxemia ou infeccdo do trato urinario complicada por insuficiéncia renal
aguda (Angus et al. 2001). A sepse, pode progredir para um choque séptico, definido como
hipotensdo induzida pela sepse persistente apesar da ressuscitacdo fluidica adequada (Bone et al.
1992, Levy et al. 2003, Vincent et al. 2013). O choco séptico € considerado um subgrupo de
sepse no qual anormalidades circulatérias, celulares e metabdlicas, particularmente profundas,
estdo associadas a um risco maior de mortalidade do que com a sepse isolada (Singer et al. 2016,
Rannikko et al. 2017).

As complicacgdes clinicas de sepse variam de SIRS a choque séptico e, até mesmo,
para sindrome de disfuncdo multipla de Orgdos. As causas microbianas envolvidas na sepse

incluem infeccdo por bactérias gram-positivas e gram-negativas, fungos ou ambos. Fatores
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concomitantes, como diabetes, transplante, intervencdo cirdrgica, obstrucdo cronica doenca
pulmonar, insuficiéncia cardiaca congestiva e doenga renal podem aumentar a suscetibilidade de
uma pessoa a sepse ou agravar sua pontuacao clinica (Martin et al. 2003). Citocinas inflamatorias
produzidas por leucdécitos ativados, como fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucina la (IL-
la), interleucina 1p (IL-1p), interleucina 6 (IL-6) e quimiocinas como interleucina 8 (IL-8),
também contribuem para a gravidade da sepse (Kumar et al. 1996). Dentre os parametros
bioquimicos relacionados a sepse, a superproducdo de 6xido nitrico (NO) causa diminuicdo do
tébnus vascular e, consequentemente, hipotensdo, caracteristica da sindrome de insuficiéncia
cardiaca. Particularmente, a sobrecarga de NO na sepse parece resultar da atividade da NO- 6xido
sintase induzivel (iNOS) do inglés inducible NO synthase (Sjakste et al. 2004, Okuyama et al.
2018). Além disso, outras espécies reativas que participam da patogénese da sepse incluem
superdxido (O;), peroxido de hidrogénio (H.0,), peroxinitrito (ONOQY), acido hipocloroso
(HOCI) e o radical hidroxila (OH) (Sjakste et al. 2004, Parihar et al. 2008). O (O,") geralmente €
convertido em H,0, pela superéxido desmutase (SOD) contendo manganés (Mn-SOD) e depois
para H,O pela acdo da catalase (CAT). Assim, desequilibrios na relagdo SOD e CAT, como a
superexpressdo da primeira enzima ou inibicdo da Gltima, foram associados ao aumento do
estresse oxidativo e morbidade na sepse (Andrades et al. 2005).

Acredita-se que pacientes sépticos apresentam pressdo parcial de oxigénio (PO,)
normal no sangue periférico, embora o consumo de oxigénio pelas células possa estar reduzido
(Boekstegers et al. 1991, Sair et al. 2001). Esse padrdo caracterizado pela incapacidade das
células sépticas de utilizar oxigénio foi denominado "hipoxia citofatica™ (Fink 2001, Crouser
2004). Ja foi demonstrado que durante a sepse, a falha energética celular decorrente da disfuncéo
mitocondrial, estd associada ao aumento de casos de pacientes criticos durante o quadro de sepse
(Brealey et al. 2002, Svistunenko et al. 2006, Carre et al. 2010, Kozlov et al. 2011, Singer 2014)
e a melhorar biogénese da mitocondria melhora a sobrevida do paciente (Carre et al. 2010). Os
efeitos patoldgicos da disfuncdo mitocondrial resultam deplecdo de ATP, liberacdo de proteinas
pro-apoptoticas, producdo excessiva de espécies reativas ao oxigénio (EROs) e distarbios na
homeostase de célcio (Ca?*) (Kozlov et al. 2011).

O diagndstico de sepse ndo é uma preocupacdo nova, desde tempos mais remotos
(700 aC), os gregos reconheceram Xnyic (sepsis), referindo-se a decomposi¢do ou podridéo,

como uma condic¢ao com risco de vida associada a infec¢do e com um alto risco de morte. Galeno
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e Celsus descreveram os sinais de inflamagdo como vasodilatacdo periférica (rubor), febre
(calor), dor (dolor), aumento da permeabilidade capilar (tumor) e disfuncéo organica (Vincent et
al. 2013). O principal critério para o referido diagnostico da sepse tem sido, historicamente, a
disfuncdo progressiva do sistema organico resultante da infeccdo (Abraham 2016). Segundo as
novas definicdes, para a operacionalizagdo clinica, a disfuncdo organica presente na sepse pode
ser representada por um aumento no escore Sequencial de Avaliacio de Falha de Orgéo do inglés
Sequential Organ Failure Assessment (SOFA), de 2 pontos ou mais, 0 que esta associado a uma
mortalidade intra-hospitalar maior que 10% (figura 1). Nessa nova defini¢cdo, alguns termos como
septicemia, sindrome séptica e sepse grave foram colocados em desuso (Angus and van der Poll
2013, Singer et al. 2016).

Pacente com suspeita de infecgao
qSOFA 22? Nao / Aindasuspeita’ Nao Manter sob vigitincia clinica;
; > > Se indicado, reavaliar
(Vgaia) de sepse? possbilidade de seps:
Sim
Y Sim
Avaliar sinais de
disfuncao de orgaos
SOFA 227 No Manter sob vigidncia clinca;
(Veja B ) > Se indicado, rzvalia a A. Variaveis do gSOFA
b I Frequéncia respiratira
Sim Estado mental
y Press3o arterial sistolica
Sepse k B. Variaveis do SOFA
Y Razio Pa0,Fi0,
Apds reposicao adequada de fluidos: Escala de Coma de Glasgow
Press3o Arterial Média
1) droga vasopressora necessariapara | N0 Administraio de drogas
manter PAM > ou = 65 mmHg e vasopressoras
2) Lactato acima de 18 mg/dL? Creatinina sérica ou durese
Bilirmubinas
Sim Contagem de plagquetas
Choque Séptico

Figura 1. Diagnostico pelo SOFA. Mostra a disfungao organica presente na sepse que pode ser representada por um
aumento no escore Sequencial de Avaliacdo de Falha de Orgdo (SOFA). Fonte: Adaptado de ANGOMED.
Disponivel em: <http://angomed.com/sepse-novo-consenso-conceito/>.
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Estudos epidemioldgicos no Brasil sobre sepse sdo escassos. O estudo BASES
(Brazilian Sepsis Epidemiogical Study), desenvolvido em cinco unidades de tratamento intensivo
(UTI) dos estados de Sdo Paulo e Santa Catarina, mostrou uma incidéncia de sepse de 46,9%,
sepse grave de 27,3% e choque séptico de 23%. A mortalidade nestes pacientes foi 33,9%, 46,9%
e 52,2%, respectivamente (Silva et al. 2004). Outro estudo realizado por Machado et. al (2017)
em 227 UTIs, selecionadas aleatoriamente no Brasil, mostrou que de 2.632 pacientes internados
nos leitos das unidades 794 tiveram sepse (95%), sendo que desses 55% vieram a Obito (Machado
et al. 2017). Nos Estados Unidos um estudo estimou a incidéncia de sepse em 751.000 casos por
ano, os dados obtidos apontam que a idade esta diretamente relacionada com a incidéncia e a
mortalidade. A mortalidade em criangas foi de 10% e em pacientes com mais de 85 anos chegou
a 38%, sendo responsavel por 9,3% de todos os dbitos nos Estados Unidos, resultando em
215.000 mortes, nimero equivalente a mortalidade por infarto agudo do miocardio (Angus et al.
2001).

1.2 A SEPSE E ALTERACOES COGNITIVAS EM SOBREVIVENTES

Apesar dos avancos significativos em seu tratamento, a sepse continua sendo uma das
principais causas de mortalidade e morbidade. E uma frequente causa de internacdo em unidade
de terapia intensiva (UTI) e também pode se desenvolver em pacientes admitidos na UTI por
outros motivos. Além disso, sua incidéncia tem aumentado nas Ultimas décadas (Lever and
Mackenzie 2007), e a taxa de letalidade hospitalar nos pacientes com sepse permanece elevada
(Rivers and Ahrens 2008). Pacientes com sepse também correm risco de complicagdes, como
lesdo pulmonar aguda (LPA) e faléncia de multiplos 6érgdos. A sepse isolada, sem essas
complicagdes, também pode ter consequéncias significativas a longo prazo, secundérias a efeitos
em varios sistemas de 0rgaos, especialmente no sistema nervoso central (SNC), por mecanismos
patogénicos, respostas do hospedeiro ou uma combinacdo de ambos (Martin et al. 2003, Frevert
and Martin 2004).

A incidéncia de sepse em UTI, geralmente, é acima de 30%, com elevadas taxas de
mortalidade (Silva et al. 2004). Lesdes cerebrais resultantes de sepse grave ocorrem em humanos
(Widmann and Heneka 2014) e, ap6s um episodio agudo de faléncia cerebral reconhecido como

delirium, até um terco dos pacientes desenvolvem comprometimento de longo prazo equivalente
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a lesdo cerebral traumatica independente da gravidade da doenca (Pandharipande et al. 2014). O
delirium é um marcador de disfuncao cerebral aguda associado a UTI, é comum durante a doenca
critica e, consistentemente, demonstrou estar associado a morte (Ely et al. 2004, Pisani et al.
2009) e ao comprometimento cognitivo a longo prazo (Girard et al. 2010). Além disso, fatores
associados ao delirium, incluindo o uso de medicamentos sedativos e analgésicos, também
podem contribuir de forma independente para o comprometimento cognitivo a longo prazo
(Dubois et al. 2001, Pandharipande et al. 2006).

Dados demonstram que o0s sobreviventes de sepse tém baixa qualidade de vida
(Karlsson et al. 2009, Winters et al. 2010). H& uma crescente compreensdo de que 0s pacientes
que sobrevivem a sepse muitas vezes apresentam incapacidades fisicas, psicolégicas e cognitivas
de longo prazo com importantes implicacdes para a salde e para vida social. Frequentemente,
desenvolvem incapacidade cognitiva e funcional (lwashyna et al. 2010) necessitando de cuidado
continuo, substancial e de longo prazo (Weycker et al. 2003, Lee et al. 2004). As taxas de
mortalidade e morbidade em doencgas infecciosas sdo mais altas em idosos quando comparadas a
adultos, e a inflamacdo sistémica estd emergindo como um fator significativo de declinio
cognitivo no cérebro idoso e vulneravel (Angus et al. 2001, High 2004, Cunningham and
Hennessy 2015). A imunidade desregulada em individuos de meia-idade contribui para o
aumento da susceptibilidade & doencas relacionadas ao envelhecimento e afeta a taxa de
mortalidade (Silva et al. 2004, d'Avila et al. 2018). Além disso, o cérebro é comumente afetado
durante a sepse.

Ja foi demonstrado que a inflamacdo sistémica aguda (ISA) esta associada a um
aumento nos niveis do peptideo beta amiloide (BA) no SNC, por meio da formacdo de placas
senis, presentes na doenca de Alzheimer (DA), levando a déficits cognitivos de longo prazo em
sobreviventes de sepse (Schwalm et al. 2014). A DA é uma doenca neurodegenerativa cronica,
sendo considerada a maior causa de deméncia em idosos (Pierce et al. 2017). A DA ocasiona
danos progressivos nas funcdes cerebrais, que incluem danos de memoria, orientacdo espacial,
linguagem, mudangas de comportamento e de personalidade (Vickers et al. 2016). O sintoma
mais prevalente na DA é a perda de memoria, e posteriormente nas fases mais graves da doenca,
ocorrem complicacbes motoras, deixando os individuos portadores da doenca completamente

acamados e dependentes de cuidadores (Howard et al. 2015, Prischmann 2016).
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Na doenca de Alzheimer, o peptideo BA se acumula no ambiente extracelular e forma
placas amiloides, que causam a morte neuronal (Haapasalo et al. 2010). O BA também é capaz de
desencadear a ativacdo do receptor para produtos finais de glicacdo avancada (RAGE), um
evento importante na progressdo da neurodegeneracdo (Tan et al. 2009). Nos estagios iniciais da
doenca de Alzheimer, a microglia é ativada no cérebro por BA que, por sua vez, sdo eliminados
por ela por meio da fagocitose (Yu and Ye 2015). Apés a sepse ocorre um aumento de BA no
hipocampo e no cortex pré-frontal (Schwalm et al. 2014). Ja 0 acimulo de peptideo BA1.42 forma
placas extracelulares denominadas “placas senis”, isto ocorre, devido ao aumento ¢
processamento anormal da APP (Buoso et al. 2010). A APP é uma proteina transmembranar
altamente expressa em tecidos neuronais humanos. A APP sofre clivagem pelas enzimas a- ou -
secretases, que iniciam duas vias diferentes, a via ndo amilodoigénica e a via amilodoigénica,
respectivamente. Quando APP é clivada pela a-secretase, forma um fragmento extracelular
solavel, sAPPa, sem toxicidade. Quando APP ¢ clivada por B-secretase, gera um fragmento
soluvel extracelular, SAPPB, e um fragmento carboxi-terminal CTF99. Este ultimo € ainda
clivado pela a¢do da y-secretase formando um fragmento BA (Puzzo et al. 2015). O peptideo BA
tende a se agregar formando oligbmeros e protofibrilas que posteriormente se agregam dando
origem as fibrilas, as quais compde as placas senis (Lasagna-Reeves et al. 2011, Heppner et al.
2015) (Figura 2).

via ndo amilodoigénica via amilodoigénica protofibrilas pA fibrilas BA Placas senis

7 _ mondmero BA
-secretase pe

a-secretase B‘SECLG““@ oligémeros pA | ‘
) |

Figura 2. Doen¢a de Alzheimer e peptideo BA. A APP sofre clivagem pelas enzimas o- ou [B-secretases que
iniciam duas vias diferentes, a via ndo amilodoigénica e a via amilodoigénica, respectivamente. Quando APP ¢é
clivada pela a-secretase, forma um fragmento extracelular soluvel sem toxicidade. Quando APP ¢ clivada pela -
secretase, gera um fragmento soliivel extracelular, SAPPpB, e um fragmento carboxi-terminal CTF99 que é clivado
pela agdo da y-secretase formando um fragmento PA. O peptideo BA (mondmero) tende a se agregar formando
oligbmeros e protofibrilas que posteriormente se agregam dando origem as fibrilas, as quais comp@e as placas senis.
Fonte: Adaptado de Heppner et al., 2015.
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Neste contexto, a inflamagao sistémica estd emergindo como um importante motor de
declinio cognitivo no cérebro envelhecido e vulneravel. Diferentes comorbidades inflamatorias
contribuem para o declinio cognitivo e aumentam o risco de DA (Cunningham and Hennessy
2015). Um crescente nimero de evidéncias clinicas e pré-clinicas demonstram que insultos
inflamatorios periféricos podem exacerbar a inflamacdo do SNC (Cunningham et al. 2009,
Pandharipande et al. 2013, Pandharipande et al. 2014, Widmann and Heneka 2014). O elevado
consumo de oxigénio para a obtencdo de energia pode refletir na maior vulnerabilidade do
cérebro ao ataque de espécies reativas e a inflamagdo subsequente (Esiri 2007, Davinelli et al.
2016), uma vez que ocorre desregulacdo do sistema imunoldgico, como resultado da producéo
exacerbada de espécies reativas de oxigénio e citocinas pré-inflamatérias (Hsieh and Yang 2013,
Fischer and Maier 2015).

1.3 0 AVANCO DA IDADE E AS ALTERACOES DO SNC

O envelhecimento é um processo bioldgico caracterizado por uma deterioracdo
progressiva das fungbes fisiologicas e dos processos metabdlicos. Essas alteracdes sao
caracterizadas por uma perda gradual de desempenho cognitivo e memdria (Bishop et al. 2010), e
isso pode estar associado a inflamac&o persistente de baixo grau (Villeda et al. 2011). Embora o
envelhecimento ndo seja uma doenga, € um fator de risco significativo para declinio funcional,
deficiéncias afetivas, resposta exagerada a doencas, deméncia e vulnerabilidade geral para
doencas (Hayflick 2007, Seals and Melov 2014). Por outro lado, os eventos de vida associados ao
estresse psicologico e a lesdo também podem levar a prejuizos e deméncia acelerados associados
ao envelhecimento (Epel et al. 2004, Smith et al. 2013). Estudos recentes sugerem que uma
comunicacdo bidirecional entre o cerebro e o sistema imunoldgico é crucial para manter a
homeostase do SNC. A produgdo descontrolada de EROs e de citocinas pro-inflamatorias
resultam na desregulacdo do sistema imunologico que acaba sendo um dos mais reconhecidos
efeitos do envelhecimento cerebral (Esiri 2007, Davinelli et al. 2016). O ndmero de células
nervosas cerebrais durante o processo do envelhecimento é notavelmente reduzido, bem como as
alteracbes no fluxo sanguineo cerebral que estdo associados ao aumento do risco de déficits
cognitivos. Tambem é relatado que ocorre perda neuronal em algumas partes especificas do

encéfalo, tais como no locus ceruleus, substancia negra, hipocampo, nucleo caudado, putamen e
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cortex cerebral (Cesari et al. 2013, Bartsch and Wulff 2015, Zlatar et al. 2016). Essas alteraces
fisiologicas e anatbmicas acabam levando a disfuncdo de memoria, principalmente a memoria
recente (lIzquierdo et al. 1998). Com o envelhecimento ocorre também aumento da incidéncia de
algumas doengas, principalmente das doencas neurodegenerativas, entre elas, a de maior
incidéncia é a DA (Ismail et al. 2011).

Presente no decorrer do envelhecimento o estresse oxidativo se caracteriza por ser um
desequilibrio entre os sistemas anti e pro-oxidantes, apresentando o aumento do numero de
compostos oxidantes em detrimento as defesas antioxidantes do organismo (Morcillo et al. 1999,
Sies 2015, Sies et al. 2017). Tal desequilibrio apresenta consequéncias deletérias para a célula,
tais como a peroxidacdo lipidica, a oxidacdo e consequente inativacdo de proteinas e lesdes
oxidativas ao acido desoxirribonucleico (DNA), podendo levar a perda de funcédo e morte celular
(Droge 2002, Halliwell 2006, Gutteridge and Halliwell 2018). A oxidacdo lipidica prossegue
através de um mecanismo de cadeia de radicais livres resultando em muitos produtos finais com a
proeminéncia de aldeidos entre eles. Um dos aldeidos mais estudados é o malondialdeido (MDA)
que, entre outras caracteristicas, atua como um marcador de dano oxidativo em sistemas
fisiolégicos (Del Rio et al. 2005).

As EROs e espécies reativas ao nitrogénio (ERNS), sdo radicais livres ou compostos
que produzem radicais livres por interacdo com varios componentes celulares (Lichtenberg and
Pinchuk 2015). Durante os processos metabolicos a formacdo de EROs ou de ERNSs, atua como
mediadora para a transferéncia de elétrons em varias reacdes bioquimicas (Tretter and Adam-Vizi
2005). Em proporc¢bes adequadas, sua producdo possibilita a geracdo de trifosfato de adenosina
(ATP) por meio da cadeia transportadora de elétrons, a regulagdo da sinalizacdo celular e a
participacdo de mecanismos de defesa durante o processo inflamatorio (Murphy 2009). As EROs
contribuem para o aumento de lesbes e muta¢cdes mitocondriais, 0 que acabam interferindo,
consequentemente, no processo de producdo de energia e nas fungdes vitais da célula. Sabe-se
também que as EROs sdo capazes de gerar danos nas moléculas de DNA e nas proteinas, além de
destruirem as membranas por meio de rea¢fes com 0s acidos graxos insaturados, promovendo
uma série de reacOes de peroxidacdo lipidica e também proteica causando a destruigdo celular
(Grimm et al. 2011).

Uma das marcas do envelhecimento, além do aumento do estresse oxidativo, € a

presenca de inflamacdo de baixo grau (Finkel and Holbrook 2000). O termo “envelhecimento por
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inflamag¢do” foi elaborado para descrever o estado inflamatério que é caracteristico do processo
de envelhecimento e € atribuido a exposi¢do cumulativa a antigenos e ao estresse (Franceschi et
al. 2000). O aumento da sinalizacao inflamatdria no envelhecimento € evidente tanto no sistema
periférico quanto no sistema nervoso central, estudos de microarranjos do cértex pré-frontal
humano adulto e idoso relataram aumento da expresséo dependente de idade e de fatores
associados a inflamacéo, tais como, fator nuclear kapa beta (NF-kB), receptor Toll-like -4 (TLR),
interleucina 1 (IL-1) e proteina acida fibrilar glial, do inglés: Glial fibrillary acidic protein
(GFAP) (Primiani et al. 2014). Da mesma forma, o aumento da IL-6 relacionado a idade, o dano
oxidativo e a redugdo concomitante nos niveis de capacidade antioxidante total foram relatados
no liquido cefalorraquidiano de adultos saudaveis (Guest et al. 2014). Essas descobertas indicam
um aumento associado a idade na sinalizacdo inflamatdria e no estresse oxidativo no cérebro
envelhecido e no SNC como um todo.

Existem evidéncias de deterioracdo associada ao envelhecimento do sistema imune
adaptativo que afeta as funcdes das células T e B (Gibson et al. 2009, Grubeck-Loebenstein et al.
2009). Essas mudancas sdo atribuidas a senescéncia imunoldgica associada ao envelhecimento,
que prejudica a capacidade de combater infecces e produzir anticorpos criticos para a eficacia
das vacinas (Grubeck-Loebenstein et al. 2009). Em contrapartida, h& evidéncias que indicam a
presenca aumentada de células imunes inatas e citocinas circulantes em idosos. Essa mudanca
pode indicar uma alteracdo da resposta imune adaptativa antigeno-especifica nos individuos
idosos para uma resposta inata que estd associada a inflamacdo aumentada. Além disso, o
aumento do nimero de mondcitos, neutrofilos e niveis elevados de citocinas circulantes tém sido
constantemente relatados em individuos idosos (Roubenoff et al. 1998, Leng et al. 2005, Tan et
al. 2007). A influéncia de fatores ambientais internos (como doenca inflamatdria sistémica) e
fatores ambientais externos (como infec¢do) no SNC é traduzida pelo sistema imunol6gico na
liberacdo de citocinas, quimiocinas e outros mediadores inflamatorios que, por sua vez, afetam
caminhos humorais e neurais que transmitem esses sinais para o cérebro (Dantzer et al. 2008,
Andersson and Tracey 2012). Os primeiros relatos sobre o envelhecimento mostraram o aumento
de IL-1B, EROs e niveis de peroxidacdo lipidica que corresponderam ao prejuizo no potencial de
longa duragdo (LTP) no giro denteado de ratos idosos. H& evidéncia de que o aumento da
expressao hipocampal de IL-1p ¢ um gatilho comum para 0s comprometimentos induzidos por
idade e estresse oxidativo na LTP (Giulian et al. 1986, Murray and Lynch 1998).
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As comorbidades cronicas, o envelhecimento e os episodios inflamatorios sistémicos
agudos podem contribuir para a progressdo da deméncia e, neste contexto, a microglia parece
desempenhar um papel importante (Niraula and Sheridan 2017). A micrdglia é a principal célula
imunoldgica residente do cérebro. Ela tem por atribuicdo conferir imunidade inata (Tansey et al.
2007, Taylor et al. 2013). A microglia residente no cérebro saudavel exibe um fenétipo de
repouso, entretanto, sofre ativacdo quando submetida a tensdes, como a invasdo do patdgeno,
lesBes ou o0 acumulo de proteinas tdxicas, iniciando respostas imunes para estimular o reparo dos
tecidos, fazendo a detoxificacdo de detritos e células apoptoticas (Gabrysova et al. 2014). Embora
inicialmente consideradas células 'quiescentes' primariamente responsaveis pela remocdo de
detritos celulares no cérebro, a micréglia agora é conhecida como agente dindmico na poda
sinaptica, mantendo a homeostase e a resposta primaria a insultos e lesdes no SNC (Nimmerjahn
et al. 2005, Paolicelli et al. 2011, Lou et al. 2016).

A ativacdo da micrdglia pode levar a uma quebra da barreira hematoencefalica (BHE)
e a producdo de EROs envolvidas na progressdo dos danos no SNC, como ocorre na
encefalopatia séptica (Michels et al. 2014). Além de suas funcdes relacionadas a imunidade, as
micréglias sdo ceélulas altamente diferenciadas e participam ativamente da modulacdo de
atividades neuronais (Tremblay et al. 2010, Schafer et al. 2012). A microglia responde a qualquer
perturbacdo na homeostase do SNC que varia de trauma agudo, envelhecimento normal e
maltiplas doencas neurodegenerativas (Ransohoff 2016). Sinais de perigo podem acionar a
micrdglia e causar transformacdo em estados ativados, chamados de fendtipos M1 e M2 (Tang
and Le 2016). As microglias ativadas por M1 produzem mediadores pro-inflamatérios e supGe-se
que agem como células neurotdxicas (Moehle and West 2015, Tang and Le 2016), enquanto a
ativacdo de M2 é induzida por sinais de células apoptoticas tendo um papel na remodelacédo e
reparo (Hanisch and Kettenmann 2007, Tang and Le 2016). A sepse em humanos também tem
sido associada a ativacdo microglial (Lemstra et al. 2007). As altas concentracdes de mediadores
pro-inflamatorios liberados pela micréglia ativada por M1 s@o potencialmente neurotoxicos e
podem ndo apenas causar efeitos comportamentais agudos reversiveis, como o delirium, mas
também levar a efeitos prejudiciais persistentes por danos nos neurénios vizinhos (Perry 2004,
Teeling and Perry 2009). A resposta microglial fica fora de controle e, por fim, causa

neurodegeneracdo(Paouri and Georgopoulos 2019).
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Com o envelhecimento, a micrdglia adquire um fenétipo “priming”, que é
caracterizado por uma resposta inflamatoria exagerada e descontrolada a um estimulo
imunologico (Perry and Holmes 2014). O priming de micréglia foi descrito pela primeira vez nos
cérebros de animais com doenca priénica que foram submetidos a insultos com miméticos de
infeccdo sistémica, como lipopolissacarideo (LPS) ou &cido polinossinico-policitidilico (PolyIC)
(Combrinck et al. 2002, Field et al. 2010). Diferentes estados cerebrais pré-moérbidos tornam o
cérebro mais suscetivel a um insulto inflamatorio sisttmico agudo (Pandharipande et al. 2013).
Esta susceptibilidade esta associada a inducéo de um estado de priming de microglia que pode se
apresentar mais ativado, induzindo um estado inflamatério e uma disfungdo cerebral mais
duradouros (Perry and Holmes 2014, Niraula and Sheridan 2017). Estudos utilizando modelos
animais pré-clinicos mostraram que o priming de microglia é impulsionado por mudancas em seu
microambiente e por liberacdo de moléculas que impulsionam sua proliferacdo (Biber et al.
2007). O priming torna a microglia suscetivel a um estimulo inflamatério secundario, que pode
entdo desencadear uma resposta inflamatéria exacerbada. Esse estimulo pode surgir dentro do
SNC, mas em individuos idosos, o estimulo secundario mais comumente surge de uma doenca
sistémica com um componente inflamatorio (Perry and Holmes 2014). Portanto, isso mostra que
as alteracGes imunes centrais e periféricas podem desencadear o priming de microglia que exibe
uma resposta inflamatoria exagerada em resposta a um insulto imune moderado.

Contudo, um dano cerebral pode influenciar o processo de envelhecimento induzindo
alteracdes gliais e neuronais, principalmente por induzir neuroinflamacéo, impactando na saude

mental do individuo idoso o que acaba contribuindo para a menor qualidade de vida do mesmo.
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1.4 JUSTIFICATIVA

Apesar dos avancos significativos em seu tratamento, a sepse continua sendo uma das
principais causas de mortalidade e morbidade. Ha uma crescente compreensdo de que 0s
pacientes que sobrevivem a sepse muitas vezes apresentam incapacidades fisicas, psicologicas e
cognitivas de longo prazo com importantes implicacdes para a salde e para vida social. Pacientes
sépticos, frequentemente, desenvolvem incapacidade cognitiva e funcional (Iwashyna et al. 2010)
necessitando de cuidado continuo, substancial e de longo prazo (Weycker et al. 2003, Lee et al.
2004). As taxas de mortalidade e morbidade em doencas infecciosas sdo mais altas em idosos
quando comparadas a adultos, e a inflamagdo sistémica estd emergindo como um fator
significativo de declinio cognitivo no cérebro com o avanco da idade (Angus et al. 2001, High
2004, Cunningham and Hennessy 2015). Diante desses fatores se torna relevante a busca por
maior compreensdo dos mecanismos envolvidos na sepse que possam Vir a causar prejuizo ao
SNC e comprometendo a memédria, cognicdo e a qualidade de vida de pacientes acometidos por
sepse. Este estudo foi realizado em ratos Wistars machos e os dados obtidos seréo utilizados para

ajudar na compreensdo da doenga em humanaos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o papel aditivo da sepse e da idade na inflamacao cerebral e progressdo das

alteracbes de memdria induzidas pela inflamacéo sistémica

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a memoria ndo-aversiva por meio do teste comportamental de Reconhecimento do
Objeto Novo em ratos Wistar machos com 2 meses de idade observados 60 ou 90 dias
apos ligadura e perfuracéo cecal (CLP) ou cirurgia simulada;

e Auvaliar comportamento do tipo depressivo por meio do teste comportamental do Nado
Forcado em ratos Wistar machos com 2 e 6 meses de idade observados 30 dias ap6s CLP
ou cirurgia simulada;

e Auvaliar memdria aversiva por meio do teste comportamental de Esquiva Inibitéria em
ratos Wistar machos com 2 e 6 meses de idade observados 30 dias apds CLP ou cirurgia
simulada;

e Avaliar os niveis de citocinas (TNF-a, IL-1pB, e IL-6,) em cdrtex pré-frontal e hipocampo
de ratos Wistar machos com 2 meses de idade observados 60 ou 90 dias ap6s CLP ou
cirurgia simulada;

e Avaliar os niveis de citocinas (IL-1p, e IL-6,) em cortex pré-frontal e hipocampo de ratos
Wistar machos com 2 e 6 meses de idade observados 30 dias ap6s CLP ou cirurgia
simulada;

e Avaliar a atividade de Mieloperoxidase (MPO) em cortex pré-frontal e hipocampo de
ratos Wistar machos com 2 meses de idade observados 60 ou 90 dias apds CLP ou
cirurgia simulada;

e Avaliar marcadores fenotipicos microgliais (IBA-1, Inos, CD11lb, Arg e IL-10) por
imunohistoquimica em hipocampo de ratos Wistar machos com 2 e 6 meses de idade

observados 30 dias ap6s CLP ou cirurgia simulada;
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e Auvaliar os niveis de Beta Amildide (BA) em cortex pré-frontal e hipocampo de ratos
Wistar machos com 2 e 6 meses de idade observados 30 dias apds CLP ou cirurgia
simulada e de animais com 2 meses observados 60 ou 90 dias;

e Auvaliar os niveis de peroxidacdo lipidica (TBARS) e dano oxidativos a proteinas
(proteina carbonilada) em cortex pré-frontal e hipocampo de ratos Wistar machos com 2 e

6 meses de idade observados 30 dias apds CLP ou cirurgia simulada;
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 ANIMAIS

3.1.1 Etica

Os procedimentos experimentais envolvendo animais foram aprovados pelo comité
de ética da UNESC (nUmero de protocolo: 041-2016 / 1). Neste estudo foram utilizados ratos
Wistar machos com 2 e 6 meses de idade procedentes do biotério da UNESC. Os ratos
permaneceram abrigados em 5 animais por caixa com acesso ao alimento e a 4gua ad libitum e

foram mantidos em um ciclo claro/escuro de 12 horas (06:00 as 18:00) e temperatura de 23+1° C.

3.1.4 Inducéo de Sepse - Modelo de ligadura e perfuracéo Cecal (CLP)

Os ratos Wistar de 2 e 6 meses de idade foram submetidos ao CLP. Resumidamente,
os animais foram anestesiados utilizando uma mistura de cetamina (80 mg/kg) e xilazina (10
mg/kg) administrada por via intraperitoneal. Em condicfes assépticas, foi realizada uma
laparotomia da linha média para expor o ceco e o intestino adjacente. O ceco foi ligado com uma
sutura com fio 3.0 na base, abaixo da valvula ileocecal, e foi perfurado uma vez com uma agulha
de calibre 14. O ceco foi entdo espremido suavemente para extrudir uma pequena quantidade de
fezes através do local da perfuracdo. O ceco foi retornado para a cavidade peritoneal, e a
laparotomia foi fechada. Os animais foram ressuscitados com solucdo salina regular
imediatamente e 12 h apés CLP. Todos os animais receberam antibidticos (ceftriaxona a 30
mg/kg e clindamicina 25 mg/kg) a cada 6 h via subcutanea (s.c) e dipirona sddica via
intraperitoneal (i.p) (80mg / kg) como analgésico. Para minimizar a variabilidade entre diferentes
experimentos, o procedimento CLP foi realizado pelo mesmo investigador. A taxa de mortalidade

média foi de 40%, o que é compativel com a sepse.

3.1.3 Delineamento experimental

Os animais com 2 meses de idade, foram submetidos ao CLP ou cirurgia simulada
(Sham) e foram observados por 60 ou 90 dias ap6s o procedimento. Na etapa 1, nos dias 60 e 61

e na etapa 2, nos dias 90 e 91, foram submetidos ao teste comportamental de reconhecimento ao
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objeto novo e, apos o termino do comportamento, no Gltimo dia, sofreram eutanasia e uma parte
dos animais tiveram as estruturas do cortex pré-frontal e hipocampo dissecadas do cérebro para
as analises bioquimicas e a outra foi submetida a perfusdo para posterior analise
imunohistolégica. Na etapa 3 do estudo, animais com 2 e 6 meses de idade, foram submetidos ao
CLP ou cirurgia simulada (Sham) e foram observados por 30 dias apds o procedimento, nos dias
30 e 31 foram submetidos aos testes comportamentais de nado forgado e esquiva inibitdria e,
apos o término do comportamento, no Gltimo dia, sofreram eutanasia e tiveram as estruturas do
cortex pré-frontal e hipocampo dissecadas do cérebro para as analises bioguimicas. Todo o
material bioldgico foi armazenado em -80°C.

Os animais pertencentes as etapas 1 e 2, foram divididos em grupos experimentais
com n=15:
1: Animais com idade de 2 meses observados por 60 dias ap6s serem submetidos a cirurgia
simulada (Sham);
2: Animais com idade de 2 meses observados por 60 dias ap6s serem submetidos ao CLP;
3: Animais com idade de 2 meses observados por 90 dias ap6s serem submetidos a cirurgia
simulada (Sham);
4: Animais com idade de 2 meses observados por 90 dias ap6s serem submetidos ao CLP.

Os animais pertencentes a etapa 3, foram divididos em grupos experimentais com
n=20:
1: Animais com idade de 2 meses observados por 30 dias apds serem submetidos a cirurgia
simulada (Sham);
2: Animais com idade de 2 meses observados por 30 dias apds serem submetidos ao CLP;
3: Animais com idade de 6 meses observados por 30 dias ap0s serem submetidos a cirurgia
simulada (Sham);
4: Animais com idade de 6 meses observados por 30 dias apds serem submetidos ao CLP.

Os testes comportamentais foram realizados em etapas, de acordo com o tempo apos

0 CLP ou cirurgia simulada, etapas 1 e 2 (figura 1 e 2):
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60 dias apos o CLP ou a cirurgia simulada

l l

¢ 60 61

Cirurgia J
Reconhecimento
de novos obhjetos

Cortex frontal

Eutanasia .
Hipocampo

Figura 3. Desenho experimental. Etapa 1: animais com idade de 2 meses observados 60 dias ap6s procedimento
cirrgico.

90 dias apos o CLP ou a cirurgia simulada

l l

¢ o0 91

Cirurgia J
Reconhecimento
de novos ohjetos

Cortex frontal

Eutanasia Hipocampo

Figura 4. Desenho experimental. Etapa 2: animais com idade de 2 meses observados 90 dias ap6s procedimento
cirdrrgico.

Os testes comportamentais foram realizados 30 ap6s o CLP ou cirurgia simulada,

etapas 3:
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Animais com 2 e 6 meses de idade - 30 apos CLP

I I

Wi

o
Nado Eutanasia
Forcado

Céortex frontal
Hipocampo

Equiva Inibitdria

Figura 5. Desenho experimental. Etapa 3: animais com idade de 2 e 6 meses observados 30 dias ap6s procedimento
cirrgico.

3.1.4 Reconhecimento de novos objetos

Esta tarefa avalia a memoria ndo-aversiva (Rosa et al. 2003). Todos 0s animais com
idade de 2 meses observados 60 e 90 dias apdés o CLP, foram submetidos a uma sessdo de
habituacdo onde puderam explorar livremente o campo aberto por 5 minutos. Nenhum objeto foi
colocado na caixa durante a sessdo de habituacdo. A atividade locomotora e exploratéria foi
avaliada. Apos 24 horas, na sessdo treino, o animal foi recolocado no campo aberto, com dois
objetos exatamente iguais (objetos Al e A2, sendo ambos cubos) posicionados em dois cantos
adjacentes, a 10 cm das paredes e deixados por 5 minutos para que 0s animais pudessem explorar
0 ambiente livremente. Para testar a memoria de longa duracdo o animal foi recolocado na caixa,
24 horas ap0s a sessdo treino, com dois objetos, um que ele ja esta familiarizado, Al, e um objeto
totalmente distinto, C1, de todos os outros, de cor, forma e tamanhos diferentes, e o animal pode
explorar o novo ambiente por 5 minutos. Todos 0s objetos terdo textura, cor e tamanho

semelhantes, mas forma diferente.
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3.1.5 Teste do nado forcado

O teste do nado forcado foi conduzido de acordo com os protocolos ja estabelecidos
na literatura (Porsolt et al. 1977, Ortmann et al. 2016). Os animais da etapa 3 do estudo, com 2 e
6 meses de idade observados 30 dias ap6s o CLP, foram submetidos a este teste. O teste envolve
duas exposi¢des a um tanque cilindrico preenchido com &agua, de tal forma que os ratos nédo
podem tocar o fundo do tanque nem escapar. O tanque possui 80 cm de altura, 30 cm de largura e
foi preenchido com agua (22-23 ° C) até uma profundidade de 40 cm. Os ratos foram colocados
individualmente no cilindro durante 15 minutos (sessdo de pré-teste). Apds 60 minutos, eles
foram novamente submetidos ao teste de nado forgado por cinco minutos (sessdo de teste). O

tempo de imobilidade dos ratos foi registrado em segundos por um observador experiente.

3.1.6 Esquiva inibitdria

Durante as sessdes de teste para o teste de esquiva inibitdria, os ratos da terceira etapa
do estudo com 2 e 6 meses de idade, observados 30 dias ap6s o CLP, foram colocados na
plataforma e sua laténcia para descer na grade com todas as quatro patas foi medida usando um
dispositivo automatico. Imediatamente depois de pisar na grade, 0s animais receberam um
choque de 0,4 mA por 2s e foram devolvidos as suas gaiolas. O teste de retencédo foi realizado 24
horas ap0s a sessdo de teste. O procedimento para o teste de retencdo foi idéntico ao da sessdo de
teste, exceto que nenhum choque foi administrado. Durante o teste de retencdo foi utilizada a
laténcia (maximo = 180 s) para avaliar a retencdo da memoria de esquiva inibitoria (Izquierdo et
al. 1998, Roesler et al. 1999).

3.1.7 Eutanésia

Os animais de todas as etapas (1, 2 e 3) do estudo foram submetidos a eutanasia logo
apos a avaliacdo comportamental, por decapitacdo na guilhotina. Os animais ficaram aguardando
a eutanasia na sala ao lado para evitar que sentissem o cheiro do sangue e a guilhotina foi lavada
em agua corrente entre cada eutanasia. O cortex pré-frontal e hipocampo foram dissecados para

posteriores analises bioquimicas. Parte dos animais das etpas 1 e 2 foram submetidos a perfusao
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cardiaca para analise imunohistoquimica. As amostras, exceto as utilizadas para

imunohistoquimica, foram armazenadas com refrigeracdo a — 80C°.

3.2 TESTES BIOQUIMICOS

3.2.1 Niveis De Citocinas

Amostras de cértex pré-frontal e hipocampo foram homogeneizados em tampéo
fosfato. Os niveis de citocinas (TNF-a, IL-1pB, IL-6) dos animais das etapas 1 e 2 do presente
estudo e as citocinas (IL-1B, IL-6) dos animais da etapa 3, foram quantificadas por Kits de
imunoensaio enzimatico (ELISA) (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), conforme as
recomendacdes do fabricante, descritas a seguir. As placas de microtitulacdo (96 pogos de fundo
plano) foram incubadas durante a noite com o anticorpo de captura. Posteriormente, as placas
foram lavadas trés vezes com tampé&o fosfato de lavagem, e em seguida, foram bloqueadas com
uma solucdo de tampdo fosfato com albumina 1% durante 1 hora. Apéds, foram incubadas as
amostras homogeneizadas e a curva padrdo, diluidas em solucdo tampdo, durante 2 horas.
Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes com tampédo de lavagem e, em seguida,
incubadas com anticorpo de deteccdo por mais 2 horas. Depois das lavagens, foi incubado uma
peroxidase conjugada com estreptavidina por 20 minutos, e apds o substrato (peroxido de
hidrogénio e tetrametilbenzidina, 1:1), e a reacdo foi finalizada pela adi¢do de acido sulfurico 2N.
As placas foram lidas a 450nm em espectrofotbmetro. A proteina total foi mensurada de acordo

com o método de Lowry (Lowry et al. 1951), usando albumina de soro bovino como padréo.

3.2.2 Atividade De Mieloperoxidase (MPO)

As estruturas do cortex pré-frontal e do hipocampo dos animais submetidos a sepse
com idade de 2 meses e observados 60 e 90 dias ap0s a cirurgia (etapas 1 e 2), foram
homogeneizados (50mg/ml) em 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilaménio (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, EUA). Uma aliquota de sobrenadante foi misturada com uma solugéo de 1,6 mM de
TMB e 1 mM de H202. A atividade de MPO foi medida espectrofotometricamente a 650nm a 37

° C. Os resultados foram expressos como mU / mg de proteina (De Young et al. 1989).
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3.2.3 Imunohistoquimica IBA-1, iNOS, CD11b, Arg e IL-10

Para caracterizar os fenotipos microgliais, a imunohistoquimica (IH) foi realizada.
Animais foram anestesiados com cetamina e Xilazina (30 e 10 mg/kg i.p). Uma incisdo foi
realizada no abdomen ao longo do diafragma seguido de um corte da caixa torécica até a
clavicula em ambos os lados das costelas, proporcionando uma visdo clara do cora¢do. Uma
pequena incisdo foi feita na extremidade posterior do ventriculo esquerdo e uma agulha de
perfusdo foi inserida através do ventriculo para se estender em linha reta cerca de 5 mm. Foi feita
uma incisdo no atrio direito do rato para criar uma saida para o fluxo livre da solugdo. Um
hemostato foi usado para estabilizar a agulha e pincar a aorta descendente para otimizar a
perfusdo no SNC. Animais foram perfundidos com solucédo salina estéril a 0,9% por 10 minutos
(taxa de fluxo de 20 mL / min), seguidos por 10 minutos com solucéo de paraformaldeido (PFA)
a 4% em PBS (pH 7,4) (taxa de fluxo de 20 mL / min). Os cérebros foram entdo cuidadosamente
extraidos e mantidos em PFA a 4% por 24 h a 4 ° C, colocados em sacarose a 15% por 24 ha 4 °
C e depois colocados em sacarose a 30% por 24 h a 4 ° C. Os cérebros foram levemente secos e
congelados a -20 ° C. As secgdes de 40 um do hipocampo dos animais submetidos a sepse com
idade de 2 meses e observados 60 e 90 dias ap6s a cirurgia (etapas 1 e 2), foram incubadas em
0,5% de peroxido de hidrogénio em PBS 0,1 M (pH 7,4) contendo 0,3% de Triton-X100 (PBST)
durante 30 min a temperatura ambiente para blogquear a atividade da peroxidase enddgena. Apds a
lavagem com PBST, as sec¢des foram incubadas durante 30 min com PBST contendo 2% de
albumina de soro bovino para bloquear a ligacdo de proteina ndo especifica. As seccdes foram
entdo incubadas durante a noite a 4 ° C com um anticorpo IgG monoclonal de coelho contra IBA-
1 (diluigdo 1: 100) ou um anticorpo IgG monoclonal de coelho contra CD11-b (diluig&o 1: 4000)
ou anticorpo policlonal de coelho contra INOS (1: Dilui¢cdo 100, Abcam, Cambridge, MA), IL-10
(diluigéo 1: 200, Abcam, Cambridge, MA) ou arginase (diluente 1: 200, Abcam, Cambridge,
MA). Apos a lavagem com PBST, as secgdes foram incubadas a temperatura ambiente durante 1
h com IgG anti-coelho biotinilado (diluicdo 1: 100, Abcam). As sec¢des foram incubadas com
3,3'-diaminobenzidina (DAB) (Spring Bioscience). Dezesseis imagens aleatdrias por secdo
cerebral foram adquiridas em uma ampliacdo de x 100 e a area imunopositiva foi expressa como

porcentagem da area total analisada. Serdo contadas apenas células imunopositivas com
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caracteristicas morfoldgicas da microglia. Foram utilizados controles positivos em todos 0s
grupos, de acordo com a bula de cada anticorpo.

3.2.4 Western Blot para o Peptideo Beta Amiloide (BA)

Para realizar a imunotransferéncia foram homogeneizadas amostras de tecido do
cortex pré-frontal e hipocampo (n = 5 por grupo) dos animais de todas as etapas (1, 2 e 3), em
tampdo Laemmli (TrisHCI 62,5 mM, pH 6,8, dodecilsulfato de sodio (SDS) a 1% (p / v), 10% (V
/ v) glicerol) e quantidades iguais de proteina (30 mg / pogo) foram submetidas a eletroforese por
eletroforese em gel de poliacrilamida - dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE) e transferidas para
membranas de nitrocelulose. A eficiéncia da transferéncia eletrolitica foi entdo verificada por
coloracdo com Ponceau S e a membrana foi bloqueada na solugdo salina tampao Tris-Tween
(TTBS: 100mMTriseHCI, pH 7,5, contendo 0,9% de NaCl e 0,1% de Tween 20) com 5% de
albumina. As membranas foram incubadas durante a noite a 4 ° C com anti-p-amiléide policlonal
de coelho da Sigma-Aldrich (peso molecular do anticorpo: 4 kDa). A 1gG anti-coelho secundaria
foi incubada com a membrana durante 2 h (1: 1000). A membrana foi entdo lavada novamente
com TTBS e a imunorreatividade foi detectada por quimioluminescéncia utilizando
quimiluminescéncia comumente aprimorada (ECL). A andlise da densitometria dos filmes foi
realizada usando o software de analise de imagem Image Jv.1.34. Todos os resultados serdo

expressos como uma relacdo relativa entre pTrkB anti-p amiléide e imunocontos GAPDH.

3.2.5 Niveis de Espécies Reativas ao Acido Tiobarbittrico (TBARS)

Para determinar o dano oxidativo lipidico, a formacdo de espécies reativas ao &cido
tiobarbitdrico (TBARS) foi medida em hipocampo e cortex pre-frontal dos animais com idade de
2 e 6 meses observados 30 dias ap6s a inducdo ou ndo da sepse (Draper and Hadley 1990). As
amostras foram misturadas com 1 ml de solucéo tricloroacética a 10% acido e 1 ml de acido
tiobarbitirico a 0,67%, e depois aquecidos num banho de agua a ferver durante 30 min. A
formacgédo de TBARS foi determinada espectrofotometricamente a 532 nm. Os resultados foram

expressos como equivalentes de malondialdeido (MDA) / mg de proteina.
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3.2.6. Proteina Carbonilada

O dano oxidativo as proteinas foi medido em hipocampo e cortex pré-frontal dos
animais com idade de 2 e 6 meses observados 30 dias ap0s a inducdo ou ndo da sepse pela
avaliacdo dos grupos carbonila com base em sua reacdo com dinitrofenilhidrazina (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, EUA), conforme descrito anteriormente (Levine et al. 1990). A absorbancia

foi lida a 370 nm. Os resultados foram expressos como proteinas carbonilas / mg de proteina.

3.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados bioquimicos e do nado forcado foram analisados por analise de variancia
unidirecional (ANOVA), seguido do teste post hoc de Tukey. Os dados da tarefa de
reconhecimento de objetos e esquiva inibitéria foram relatados como mediana e intervalos
interquartis, e as comparacfes entre os grupos foram realizadas usando testes U de Mann-
Whitney. Todos os testes foram analisados com SPSS versdo 20 ou GraphPad Prism 4.0.
Software Inc., E.U.A. Em todas as comparagdes, p <0,05 indicou significancia estatistica.
Western blotting e imuno-histoquimica foram analisado pelo ImageJ v1.34, Instituto Nacional de

Saude, EUA. Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média.
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4 RESULTADOS

A figura 6 (A e B) apresenta os resultados do teste de reconhecimento de novos
objetos realizado com os animais das etapas 1 (60 dias apos o CLP), e etapa 2 (90 dias apds o
CLP) (Fig. 6A). Diferentemente de 60 dias, 90 dias ap6s a cirurgia, 0s animais sépticos

apresentaram um comprometimento de memdria de reconhecimento de novos objetos (Fig. 6B).
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Figura 6. Efeito do CLP na memoria de reconhecimento de novos objetos. (A) 60 dias; (B) 90 dias. O indice de
reconhecimento é apresentado como mediana e intervalos interquartis, *p <0,05 quando comparados o teste versus
treino.

Para testar a hipoOtese de que a idade determina piores desfechos comportamentais em
sobreviventes a sepse, a fungdo cognitiva e sintomas semelhantes a depresséo foram avaliados em
ratos jovens (2 meses) e adultos (6 meses). Durante a tarefa de esquiva inibitoria, houve um
aumento significativo na laténcia nos grupos Sham jovens e adultos (Fig. 7A), demonstrando a
que houve a formacao da memdria. Ndo houve aumento significativo na laténcia nos animais com
2 meses e 6 meses de idade submetidas ao CLP durante o teste, 0 que se torna um indicador de

disfuncéo cognitiva. Esse déficit foi semelhante entre esses animais (fig. 7A).
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O tempo de imobilidade no teste de natagdo forgada também aumentou no grupo
CLP, sugerindo um comportamento do tipo depressivo (fig. 7B). Ao contrario do teste de esquiva
inibitéria, houve um aumento significativo no tempo de imobilidade em animais CLP com 6

meses de idade quando comparados com animais CLP com 2 meses de idade (Fig. 7B).
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Figura 7. Efeito da idade no comprometimento cognitivo a longo prazo apés sepse. A sepse foi induzida por
CLP e 30 dias depois, 0s animais foram submetidos ao teste de esquiva inibitéria (A) e ao teste de nado forcado (B).
Os dados sdo apresentados como mediana e intervalos interquartis. *estatisticamente diferente do treino (esquiva
inibitéria). *estatisticamente diferente de Sham com 2 meses de idade; “diferente de Sham 6 meses de idade,
&diferente de Sham 6 meses de idade (nado forcado). Teste de esquiva inibitoria: teste de Mann-Whitney e
Wilcoxon. Teste de nado forcado: ANOVA post hoc Tukey; p <0,05.

Posteriormente foram avaliados os diferentes marcadores de inflamagéo cerebral nos

animais das etapas 1 e 2 (60 e 90 dias ap6s a CLP). No hipocampo dos animais sépticos com 90
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dias ap6s o CLP, houve o aumento dos niveis de TNF-a e de IL-1p (fig. 8A e C). Os niveis de IL-
1B também estavam aumentados no hipocampo dos animais CLP de 60 dias (fig. 8 C). Os niveis
de IL-6 estavam aumentados no hipocampo dos animais CLP de 60 dias quando comparados aos
Sham também de 60 dias (fig. 8E). A atividade de MPO estava aumentada no hipocampo dos
animais CLP com 60 e 90 dias (fig. 8G).

No cortex pré-frontal, os niveis de TNF-o e atividade de MPO foram igualmente
aumentados em 60 e 90 dias em animais sépticos (fig. 8 B e H). Os niveis de IL-1p ¢ IL-6
aumentaram significativamente quando comparados os animais sépticos de 60 e 0s sépticos com

90 dias de observagdo (fig. 8 D e F).
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Figura 8. Parédmetros inflamatérios no hipocampo e no cortex pré-frontal 60 e 90 dias apés a inducéo da
sepse. A) TNF-a - hipocampo; B) TNF-a - pré-frontal; C) IL-1 - Hipocampo; D) IL-1B - pré-frontal; E) I1L-6 -
hipocampo F) IL-6 - pré-frontal; G) niveis de mieloperoxidase - hipocampo e H) niveis de mieloperoxidase - pré-
frontal. Com n = 8 por grupo. p <0,05 denotou diferenca estatisticamente significante entre os grupos. *Diferente do
Sham 60 dias; * Diferente de Sham de 90 dias; “diferente de CLP 60 dias. Os dados foram analisados pelo ImageJ
v1.34, Instituto Nacional de Satide, EUA. Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média.
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Os niveis de IL-1B (Fig. 9A) e IL-6 (Fig. 9B) foram aumentados em ambas as
estruturas em animais Sham com 6 meses de idade em comparagdo com animais Sham com 2
meses de idade observados 30 dias apos a CLP. No hipocampo, os niveis de IL-1B em animais
sépticos com 2 meses de idade foram similares aos animais Sham com 6 meses, mas maiores
quando comparados com animais Sham jovens. Curiosamente, no hipocampo, os niveis de IL-6 e
IL-1p foram significativamente maiores em animais sépticos com 6 meses de idade em
compara¢do com animais sépticos com 2 meses de idade, e os niveis de IL-1B foram mais
elevados em 6 meses de idade em animais CLP em comparacdo com animais Sham da mesma
idade (Fig. 9A e 9B).
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Figura 9. Efeitos da idade na inflamagdo cerebral apés a inducédo da sepse. A sepse foi induzida por ligadura e
perfuragdo cecal em animais com 2 e 6 meses de idade. Os marcadores de inflamagdo IL1J (A) e IL-6 (B) foram
medidos no cértex pré-frontal e no hipocampo. n = 6 *estatisticamente diferente de Sham com 2 meses de idade;
*diferente do CLP com 2 meses de idade; “diferente de Sham com 6 meses de idade. Os dados foram avaliados por
ANOVA post hoc Tukey; p <0,05.

Para caracterizar ainda mais a inflamacdo cerebral tardia, apos a indugdo da sepse,
determinou-se a ativacdo da microglia e os fenotipos da microglia por imunohistoquimica do
hipocampo dos animais submetidos a cirurgia aos 2 meses de idade. Os animais observados aos
60 como aos 90 dias apo6s a indugdo da sepse, apresentaram uma ativagdo sustentada de
micrdglia, visto por um aumento nas células positivas IBA-1 (Fig. 10 A e B). A ativacao
microglial foi associada a fase M1 (iNOS e CD11b) (Fig. 10 C; D; E e F) e M2 (IL-10 e arginase)
60 e 90 dias apo6s a inducdo da sepse (Fig. 10 1 e J).
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Sham (60 dias)

Figura 10. IBA-1 (A - 60 dias e B - 90 dias), CD11-b (C - 60 dias e D - 90 dias), INOS (E - 60 dias e F - 90 dias);
Arginase (G - 60 dias e H - 90 dias) e IL - 10 (I - 60 dias e J - 90 dias), por imunohistoquimica em hipocampo
de animais submetidos a sepse. ‘p <0,05. n = 5. Ampliagéo original: x 400. Os dados foram expressos por unidades
arbitrarias (ImageJ software v1.34, National Institute of Health, EUA) e os dados foram expressos como média +
erro padrdo da média.

Anteriormente, demonstramos que as alteracfes cerebrais de longo prazo observadas
em ratos sobreviventes a sepse estavam associadas a um aumento nos niveis de BA (Schwalm et
al. 2014). Assim, também foram medidos os niveis de BA o hipocampo e cértex pré-frontal em
60 e 90 dias apos o CLP. Houve um aumento nos niveis de BA apos a inducdo da sepse, aos 60

dias ap6s o CLP no hipocampo e cortex pré-frontal e apenas no hipocampo em 90 dias (Fig. 11).
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Figura 11. Niveis de BA no hipocampo e no cortex pré-frontal apds a inducdo da sepse. Os animais foram
submetidos a CLP ou cirurgia simulada (Sham) e 60 ou 90 dias apds a cirurgia os animais foram eutanasiados e o
hipocampo A) e cortex pré-frontal (B) foram removidos para a determinacdo dos niveis de beta-amildide. As
imunotransferéncias representativas de amostras individuais de diferentes animais sdo mostradas. Os dados foram
expressos como media + DP. n = 4 cada grupo. p <0,05 denotou diferenga estatisticamente significante entre os
grupos. * Diferente do Sham 60 dias; #Diferente do Sham de 90 dias.

O conteudo de BA em ratos com 2 e 6 meses de idade, submetidos ou ndo a sepse,
também foi medido por meio de Westtern Blotting. Os niveis de BA estavam significativamente
aumentados no hipocampo de ratos Sham com 6 meses de idade quando comparados com 0s
Sham de 2 meses de idade (Fig. 12B). Além disso, apenas 0s animais com 6 meses de idade
apresentaram aumento dos niveis de BA em ambas as estruturas quando comparados aos animais
com 2 meses de idade (fig. 12A e 12B).
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Figura 12. Neuroinflamagéo pela expresséo de p-amildide no hipocampo e no cortex pre-frontal de animais
com 2 e 6 meses de idade submetidos a sepse. Os animais foram submetidos a Sham ou CLP. A expressdo de B-
amildide foi realizada por Western blotting. A figura mostra duas bandas representativas para cada grupo (sham com
2 meses, Sham com 6 meses, CLP com 2 meses e CLP com 6 meses). n = 6 *diferente de Sham com 2 meses da
idade “diferente do CLP com 2 meses de idade. ANOVA post hoc Tukey; p <0,05.

Os pardmetros de danos oxidativos foram avaliados usando niveis de proteina
carbonilas e equivalentes de MDA (Fig. 13). Os niveis equivalentes de MDA foram aumentados
em animais Sham com 6 meses de idade e CLP, mas ndo em animais com 2 meses de idade (Fig.
13A). No entanto, ndo houve efeito adicional em animais CLP com 6 meses de idade, uma vez
que os niveis equivalentes de MDA ndo foram significativamente maiores do que nos animais
Sham da mesma idade. Os niveis de carbonila em ratos CLP foram maiores em animais jovens no
hipocampo quando comparados com Sham com idade de 2 meses e com animais sépticos com 6
meses (Fig. 13B). Além disso, os niveis de carbonila foram aumentados no cértex pré-frontal em
animais Sham e CLP com 6 meses de idade. Adicionalmente, os niveis de proteina carbonilada

foram aumentados no hipocampo dos animais sépticos com 2 e de 6 meses de idade (Fig. 13B).
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Figura 13. Efeitos da idade no estresse oxidativo ap6s a indu¢do da sepse. A sepse foi induzida por ligadura e
perfuracdo cecal em animais com 2 e 6 meses de idade. Os marcadores de dano oxidativo TBARS (A) e Carbonil
(B), foram medidos no cortex pré-frontal e no hipocampo. n = 6 *estatisticamente diferente do Sham com 2 meses de
idade; “diferente do CLP com 2 meses de idade; “diferente de Sham com 6 meses de idade. ANOVA post hoc
Tukey; p <0,05. Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média.
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5 DISCUSSAO

Este estudo investigou os danos causados pela sepse e pelo envelhecimento a nivel de
inflamacédo, comportamento e memoria. Para tanto, foram realizadas trés etapas distintas ao longo
do estudo. As etapas 1 e 2 foram realizadas com animais com 2 meses de idade que foram
submetidos a cirurgia para inducéo de sepse por CLP, e foram submetidos, ap6s 60 ou 90 dias do
procedimento, o teste comportamental para avaliar possiveis danos de memaria por meio do teste
de reconhecimento de objeto novo e, posteriormente a eutanasia, testes bioquimicos foram
realizados para avaliar os niveis das citocinas TNF-a, IL-1B ¢ IL-6, niveis de PA por Wetern
Blot, a atividade de Mieloperoxidase (MPQO) e marcadores fenotipicos microgliais (IBA-1, Inos,
CD11b, Arg e IL-10) por imunohistoquimica. Na etapa 3, animais com 2 e 6 meses de idade
também foram submetidos ao CLP e apds 30 dias do procedimento, foram submetidos aos testes
comportamentais do nado forcado e esquiva inibitoria e, posteriormente a eutansia, testes
bioquimicos foram realizados para avaliar os niveis das citocinas IL-1p e IL-6, niveis de BA por
Wetern Blot e parametros oxidativo (TBARS e proteina carbonilada).

Foi observado nas etapas 1 e 2 que a inflamacéo cerebral € persistente até 3 meses
apods a sepse, € isso estd associado a um aumento nos niveis de BA e déficits cognitivos a longo
prazo em sobreviventes a sepse. Esses efeitos podem ser exacerbados com o envelhecimento nas
citocinas cerebrais e nos niveis de BA. Tem sido demonstrado que os niveis de citocinas, de
parametros de estresse oxidativo e as alteracbes no metabolismo energético, observados
precocemente apds a sepse, podem persistir por dias apds o CLP, e isso pode estar associado ao
comprometimento cognitivo. Sterket et. al (2013) demonstrou em estudo com ratos Wistar
induzidos ao modelo de sepse por CLP, que ocorreu um aumento nas espécies reativas ao acido
tiobarbiturico (TBARS) no cdrtex pré-frontal e uma diminui¢do no hipocampo, estriado e cortex;
uma diminuicdo da formac&o da proteina carbonil apenas no cortex pré-frontal e um aumento no
estriado. Sessenta dias ap0s a sepse houve uma diminuicdo no niveis de TBARS apenas no
hipocampo e um aumento da formacao da proteina carbonil no estriado (Steckert et al. 2013). Em
outro estudo, também com ratos Wistar machos, foi demonstrado que ocorreram alteragcdes nos
niveis de TBARS no hipocampo durante o inicio da sepse que persistiu por até 10 dias apds a
cirurgia. Os niveis de citocinas ( TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10) diminuiram apos 10 dias (Comim et
al. 2011).
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Um estudo realizado com ratos Wistar machos, os animais foram submetidos a seis
tarefas comportamentais 10, 30 e 60 dias apds a cirurgia: (a) habituacdo ao campo aberto; (b)
tarefa de evitar inibicdo; (c) tarefa de prevencéo inibitoria de abaixamento continuo de maltiplos
ensaios; (d) reconhecimento de objetos; (e) labirinto positivo elevado; e (f) teste de natacéo
forcada. Os resultados indicam que o comprometimento da memdria e do aprendizado,
demonstrado 10 dias apds a inducdo da sepse, persiste 30 dias apdés o CLP. Os
comprometimentos cognitivos ndo persistiram apds 60 dias (Tuon et al. 2008). No entanto, ndo é
bem conhecido se a inflamacao do cérebro persiste por mais tempo ap6s a CLP, e se esses efeitos
sdo exacerbados ou ndo com o envelhecimento. No presente estudo, foi demonstrado que a
inflamacdo do cérebro persiste tardiamente ap6s a inducdo da sepse e, € em geral, exacerbado
com o envelhecimento. Assim, a inflamacdo sistémica estda emergindo como um fator
significativo de declinio cognitivo no cérebro idoso e vulneravel (Michels et al. 2015, Michels et
al. 2015). A sepse em si é um fator de risco para deméncia (Iwashyna et al. 2010). O que sugere
que a sepse pode levar o cérebro a inflamacéao e acelerar o comprometimento neurocognitivo.

Estudos de imagem funcional do cérebro humano, forneceram uma visao sistémica
sem precedentes da atividade neural e como ela muda com o envelhecimento. Esses estudos
revelaram que regides cerebrais distintas que interagem entre si para auxiliar fungdes cognitivas
de ordem superior, apresentam ativacdo menos coordenada junto ao envelhecimento, sugerindo
uma perda global da funcdo integrativa (Andrews-Hanna et al. 2007, Bishop et al. 2010). Além
de ser menos integrada, a atividade neural também se torna menos localizada em algumas regides
cerebrais, particularmente no cortex pré-frontal, em resposta a tarefas de nivel executivo (Cabeza
et al. 2002, Park and Reuter-Lorenz 2009). Em contrapartida, adultos jovens ativam regifes do
cérebro mais discretas para realizar as mesmas tarefas e integrar essas regides mais de perto com
outras regides do cérebro. Varios estudos anteriores, que utilizaram estudo de neuroimagem por
meio de tomografia por emissdo de positrons (PET) para verificar os marcadores BA e tau em
humanos (Johnson et al. 2016, Ossenkoppele et al. 2016, Scholl et al. 2016), sugeriram um papel
importante desses marcadores nas alteragBes cerebrais relacionadas ao envelhecimento e na DA
pré-clinica (Sepulcre et al. 2016). Um estudo realizado com ratos Wistar machos, demonstrou
apo6s 30 dias da indugdo a sepse, avaliou os niveis de BA e de sinaptofisina por anélise de
Western Blot. O BA aumentou e a sinafofisina diminuiu em animais septicos, tanto no hipocampo

quanto no cortex pré-frontal, concomitantemente a presenca de déficits cognitivos (Schwalm et
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al. 2014). No presente estudo, foram medidos os niveis de BA e foi observado um aumento
significativo no hipocampo e no cértex pré-frontal. Esses dados mostram que a prépria sepse é
capaz de aumentar os niveis de PA e isso teria impacto na inflamag¢do do cérebro durante o
envelhecimento, provavelmente por haver a ativacao persistente da microglia.

A ativacdo microglial, que desempenha um papel central na neuroinflamacdo, pode
ser regulada por varias interacOes intercelulares envolvendo moléculas de superficie celular e
mediadores sollveis, como as citocinas, as EROs e 0s neurotransmissores (Gonzalez et al. 2014).
A microglia exibe pelo menos quatro comportamentos funcionais: vigilancia, neuroprotecéo,
fagocitose e toxicidade (Chen and Trapp 2016). Além disso, pode ocorrer o priming da micréglia
e, nesse contexto, em resposta a um estimulo, serdo produzidos niveis exacerbados de citocinas
inflamatdrias (Cunningham et al. 2005). O priming torna a micrdglia suscetivel a um estimulo
inflamatdrio secundario, que pode entdo desencadear uma resposta inflamatoria exacerbada. Esse
estimulo pode surgir dentro do SNC, mas em individuos idosos, o estimulo secundario mais
comumente surge de uma doenca sistémica com um componente inflamatorio (Perry and Holmes
2014). Portanto, isso mostra que as alteracGes imunes centrais e periféricas podem desencadear o
priming de micrdglia que exibe uma resposta inflamatoria exagerada em resposta a um insulto
imune moderado. E sugerido que a inflamacdo e o estresse oxidativo aumentem antes do
diagndstico da DA devido a superativacao das respostas pré-inflamatorias. 1sso reforca a hipotese
de que a inflamacdo cerebral precoce e o estresse oxidativo poderiam estar relacionados a
ocorréncia de caracteristicas tardias da neurodegeneracdo (Fagiolo et al. 1993, Nunomura et al.
2001). Juntos, o aumento sustentado das citocinas inflamatdrias e a imunomarcacdo pelo IBA-1,
dao suporte a visdo de que a sepse induz o priming da microglia. Nesse contexto, os dados do
presente estudo mostraram que houve um aumento nos marcadores M1 (CD11b, iNOS) e M2
(IL-10 e Arginase). Tang e Le (2016) mostraram que multiplos fen6tipos microgliais coexistem
na DA e, provavelmente, estdo relacionados no estagio e na gravidade da doenca (Tang and Le
2016).

Embora a perda neuronal seja minima na maioria das regides corticais do cérebro
durante o envelhecimento normal (Yankner et al. 2008), mudancas na fisiologia sindptica dos
neuronios em envelhecimento podem contribuir para a alteracdo de integracéo e conectividade de
ordem superior (Bishop et al. 2010). Em nivel histopatoldgico, a perda neuronal, comegando no

cortex entorrinal e na regido CA1 do hipocampo, juntamente com a perda de volume no lobo
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temporal medial, é o que distingue o envelhecimento normal do declinio cognitivo associado a
DA (West et al. 1994, Gomez-Isla et al. 1996, Price et al. 2001, Rodrigue and Raz 2004). No
entanto, outras marcas fisiopatologicas da DA como a perda de sinapses, a formacgéo de placas
BA e os emaranhados neurofibrilares, podem se correlacionar com o declinio cognitivo e se
tornarem extensas ao longo do percurso da doenga, mas também podem estar presentes, em graus
variados, em muitos individuos idosos durante a auséncia de declinio cognitivo (Cunningham and
Hennessy 2015). Os eventos de vida associados ao estresse psicolégico e a lesdo também podem
levar a prejuizos e deméncia acelerados associados ao envelhecimento (Epel et al. 2004, Smith et
al. 2013)

Em relacdo a memoria de reconhecimento de novos objetos, ja foi demonstrado, em
trabalho ja citado anteriormente, que 60 dias ap6s ao CLP os animais apresentavam funcéo
cognitiva normal determinada por varias tarefas cognitivas diferentes (Tuon et al. 2008). No
presente estudo esse parametro se repetiu onde os animais observado ap6s 60 dias ndo
apresentaram dano de memoria de reconhecimento, porém, os animais sépticos observados 90
dias ap0s a cirurgia, apresentaram comprometimento de memoria, sugerindo que os efeitos
perpetuam com o passar do tempo. Portanto, de acordo com os resultados obtidos nas etapas 1 e 2
desse trabalho, postula-se que a sepse poderia ser um estimulo aditivo que poderia acelerar o
processo normal de envelhecimento e desencadear mecanismos que poderiam estar associados ao
desenvolvimento de deméncia.

Na etapa 3 do presente estudo, foi demonstrado que tanto a sepse quanto o
envelhecimento induziram inflamacéo cerebral e dano oxidativo e aumentaram o contedo de BA
em animais com 2 e 6 meses de idade submetidos a sepse e observados 30 dias ap0s a cirurgia. A
inflamacéo sistémica teve efeitos aditivos no processo fisiologico do envelhecimento com relacéo
a alguns desses parametros, reforcando a relevancia da idade nas consequéncias a longo prazo da
sepse. O envelhecimento humano é caracterizado por inflamag&o sistémica crénica de baixo grau
e € um fator de risco altamente significativo para a morbidade e mortalidade entre os idosos
(Franceschi et al. 2000). As doengas infecciosas levam ao aumento da mortalidade e da
morbidade entre os idosos em comparagdo com 0s adultos jovens (High 2004). Recentemente
D'avila et al demonstraram que camundongos idosos sdo suscetiveis a inflamacdo sistémica
episddica (d'Avila et al. 2018). Estudos prévios mostraram que a inflamagdo durante a sepse

induz disfuncdo microglial e, consequentemente, aumenta os niveis de BA ao ponto de se
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tornarem insollveis e, assim, depositarem-se na forma de placas senis no cérebro (Mestre-
Frances et al. 2000, Michels et al. 2015).

Niveis aumentados de placas BA soltveis e difusas também foram observadas em um
modelo animal com ratos Sprague Dawley machos que receberam uma Unica injecao
intraperitoneal de 10 mg/kg de endotoxina lipopolissacaridica (LPS) de endotoxemia. A
endotoxemia do LPS resultou em elevacGes de citocinas no sangue e no cérebro. A densidade
microglial foi aumentada em ratos tratados com LPS em relacdo aos controles. O LPS resultou
em aumento dos niveis de BA soluvel e de p-tau no cérebro inteiro. Aumentos progressivos nas
placas BA morfologicamente difusas ocorreram durante o intervalo de observagéo (de 7 a 9 dias
apos o LPS). (Wang et al. 2018). Os efeitos prejudiciais de BA durante a sepse sdo parcialmente
mediados por receptores RAGE (para sinalizacdo de produtos finais de glicacdo avancada) (Dal-
Pizzol et al. 2012, Gasparotto et al. 2018). Adicionalmente, nos modelos CLP e endotoxemia,
foram relatados niveis aumentados de p-tau, sugerindo que a formagdo de placa BA pode resultar
em consequéncias negativas a jusante. (Gasparotto et al. 2018, Wang et al. 2018). No entanto, ao
contrario da hipotese original desse estudo, a inflamagao sistémica ndo aumentou os niveis de BA
com o préprio envelhecimento. Um periodo de acompanhamento mais longo pode ser necessario
para observar os efeitos exacerbados da inflamagdo nos niveis de BA no cérebro. O presente
estudo, nas etapas 1 e 2, mostrou que a inflamacgdo cerebral e 0 aumento dos niveis de BA
estavam presentes em animais sépticos por até 30 dias, mas atenuados 60 dias ap6s a inducdo da
sepse, porém, uma segunda onda de inflamacéo foi observada 90 dias apos a inducdo de sepse.
Isso sugere que a neuroinflamacdo é persistente apds a sepse e pode ser mais grave do que a
inflamacdo usual que ocorre durante o envelhecimento cerebral.

O envolvimento do estresse oxidativo e da inflamacdo no desenvolvimento de
encefalopatia associada a sepse e 0 comprometimento cognitivo a longo prazo, é bem conhecido
(Biff et al. 2013). Niveis aumentados de citocinas (TNF-a, IL-1p, IL-6 e IL-10) diminuiram
apos 10 dias foram observados nos cérebros de animais sépticos, em estudo ja citado (Comim et
al. 2011). Em um estudo prospectivo de coorte, realizado em uma unidade de terapia intensiva
(UTI) com 20 leitos, incluindo 78 pacientes consecutivos internados por mais de 24 horas (com
delirium= 31; sem delirium= 47), as citocinas plasmaticas mostraram estar associadas tanto a
disfuncdo cerebral aguda (Ritter et al. 2014), quanto a de longo prazo e niveis aumentados de

citocina foram relatados nos cérebros de animais sépticos (Comim et al. 2011), e citocinas
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plasméaticas mostraram estar associadas tanto a disfuncdo cerebral aguda (Ritter et al. 2014),
quanto a longo prazo em pacientes sépticos (Maciel et al. 2019). Além disso, ja foi demonstrado
em um estudo realizado com camundongos Swiss jovens e idosos que receberam injecdes com
doses baixas de LPS uma vez por semana durante 6 semanas para induzir inflamacgéo sistémica
episodica, que a inflamacg&o sistémica episddica induziu comprometimento cognitivo apenas em
animais idosos, e isso foi associado a um aumento nos niveis de citocinas pro-inflamatorias (IL-
1B e IL-6) nos camundongos idosos (d'Avila et al. 2018), semelhante ao priming de micréglia
(Cunningham et al. 2005). Os resultados do presente estudo mostram que os niveis de marcadores
de dano inflamatorio e oxidativo em ratos com 6 meses de idade foram elevados, como esperado.
No entanto, como demonstrado pelos niveis de BA, o efeito da sepse nesses marcadores ndo foi
aditivo. So foi observado um efeito aditivo da sepse nos niveis de IL-1B no hipocampo e nos
niveis de proteina carbonil no cortex pré-frontal em ratos jovens (2 meses de idade) com CLP. O
envelhecimento estd associado ao aumento da inflamacdo cerebral e dano oxidativo devido a
diferentes mecanismos, incluindo disfuncéo da barreira hematoencefalica (Bors et al. 2018) e ao
priming de microglia (d'Avila et al. 2018). Esses mecanismos sdo semelhantes no envelhecimento
e na sepse (Cunningham et al. 2005, Dal-Pizzol et al. 2013). Portanto, era esperado que a sepse
agravasse o dano cerebral, no entanto, mais estudos sdo necessarios afim de explorar esses
mecanismos em animais jovens, adultos e idosos submetidos a sepse para fornecer uma melhor
compreensdo das diferencas na resposta do cérebro a inflamacdo sistémica durante o
envelhecimento.

Danos causados ao hipocampo tém sido associados a déficits de memoria e
aprendizagem em humanos e em modelos animais (Leib et al. 2001, Loeffler et al. 2001). Em um
estudo, ja citado anteriormente, testes comportamentais mostraram que a memoria e o
aprendizado foram particularmente prejudicados em camundongos idosos apos inflamacao
sistémica (d'Avila et al. 2018). Os dados do presente estudo mostram um aumento menor, mas
estatisticamente significativo, no tempo de imobilidade durante o teste de nado for¢cado em ratos
CLP (2 e 6 meses de idade) em comparagdo com ratos Sham (2 e 6 meses de idade). Sepse induz
disturbios comportamentais graves que atingem o pico 30 dias apds a inducdo. Esses distirbios
comportamentais parecem ser apenas marginalmente afetados pela idade. Usando o modelo CLP,
ja foi demonstrado, anteriormente, que o déficit comportamental melhora gradualmente 60 dias

apos a inducgéo (Tuon et al. 2008) e, no presente trabalho, foi demonstrado que os animais com 2
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meses de idade apos 90 dias da indugdo da sepse apresentam piora nesses parametros. Assim,
animais com idade de 6 meses podem apresentar déficits comportamentais por um periodo mais
prolongado quando comparados a animais com 2 meses de idade.

Em conjunto, os dados do presente estudo mostram que a idade tem influéncia na
inflamacdo cerebral e nas altera¢cbes comportamentais em ratos séptico e que a sepse foi capaz de
promover a neuroinflamacéo persistente capaz de induzir na microglia um estado semelhante ao
de um primer o que poderia ocasionar um aumento da inflamagdo usual durante o

envelhecimento cerebral.
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6 CONCLUSAO

Em conclusdo, a neuroinflamagdo é persistente ap0s a sepse, sugerindo que a sepse é
capaz de induzir na microglia um estado semelhante ao de um priming, e isso poderia aumentar a
inflamacéo usual que ocorre durante o envelhecimento cerebral. A microglia no envelhecimento,
poderia funcionar anormalmente perdendo seus mecanismos quiescentes, tornando-se super-
responsivos ao estresse ou estimulos, produzindo moléculas neurotdxicas e pro-inflamatorias.
Juntos o envelhecimento e a sepse, podem estar associados ao comprometimento cognitivo de
longo prazo, que se assemelha, em alguns aspectos, a deméncia. Vale a pena notar que essa
pequena diferenca foi observada ap6s uma comparacdo entre animais jovens e adultos, e ndo em
animais velhos. Uma hipdtese a ser examinada é a de que um efeito mais robusto da sepse pode

ser observado em animais mais velhos. Isso deve ser investigado em estudos futuros.
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