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RESUMO

A sepse é caracterizada por um conjunto de reacdes sistémicas em resposta ao agente
infeccioso. O seu desfecho clinico induz lesBGes cerebrais irreversiveis, as quais podem
culminar em danos cognitivos de longo prazo em pacientes sobreviventes a sepse. A
propriedade neuroprotetora da Curcuma longa (curcumina), tem sido amplamente
investigada em diversos disturbios neuropsiquiatricos. Frente a isso, 0 presente trabalho
propds avaliar o efeito da curcumina sobre as alteragdes cognitivas e neurodegenerativas
induzidas pela sepse. Inicialmente, dividimos aleatoriamente ratos Wistar machos em dois
grupos experimentais: controle (Sham) e sépticos (CLP), os quais foram submetidos a
inducdo da sepse pela cirurgia de ligacdo e perfuracdo cecal. A caracterizacdo do
comportamento cognitivo foi realizada 10, 20 ou 30 dias apés a indugdo da sepse por meio
dos testes comportamentais de campo aberto, reconhecimento de objetos e labirinto aquético
de Morris. Outra leva de animais foi submetida a cirurgia de ligacdo e perfuracédo cecal e ao
tratamento por gavagem com veiculo ou curcumina (50 mg/kg) durante sete dias
consecutivos, e 0 comprometimento cognitivo foi avaliado no décimo dia ap6s a inducédo da
sepse por meio dos testes comportamentais supracitados. Imediatamente apds o término
desses testes, os animais foram eutanasiados, e o hipocampo discecado para avaliacdo do
estado redox por meio dos niveis de ROS (pela técnica de fluorescéncia relativa de
lucigenina), nitrosilagdo proteica, porcentagem de trap, GSH livre e total, TBARS e GSSG
(pela técnica de captura de residuos S-nitrosotidis). As analises do comportamento
exploratério mostraram a auséncia de prejuizo locomotor nos testes de campo aberto e
labirinto aquatico de Morris em todos os grupos e dias testados. Como resultado da
caracterizagcdo do comportamento cognitivo, foi observado um acentuado déficit de cognicédo
e das memorias de reconhecimento e espacial 10 dias ap06s a inducdo da sepse, 0s quais
permaneceram de forma tempo-dependete a essa condicéo clinica. Esse déficit cognitivo foi
caracterizado pelo aumento do tempo de exploracdo ao objeto familiar e uma reducdo do
tempo de exploracéo ao objeto novo e do indice de reconhecimento apds 2h e 24h no teste
de reconhecimento de objetos, além do aumento das laténcias para chegar a plataforma e
para chegar ao quadrante alvo e pela reducdo do tempo de permanéncia no quadrante alvo
no teste de labirinto aquatico de Morris, quando comparado ao grupo Sham. Quanto aos
animais que receberam o tratamento oral com curcumina (50 mg/kg), foi notada uma reducéo
significativa dos prejuizos cognitivos e das memorias de reconhecimento e espacial, 10 dias
apo6s a inducdo da sepse quando comparado ao grupo CLP+veiculo. Além disso, foi
observado um intenso estresse oxidativo em animais CLP tratados com veiculo, apontado
pelo aumento expressivo de ROS, nitrosilacdo proteica e TBARS, além da reducéo dos
paramentros antioxidantes Trap e GSH livre e total quando comparado ao grupo controle, e
o0 tratamento com curcumina foi eficazmente capaz de atenuar esses parametros. A analise
do pardmetro GSSG ndo apontou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos
testados. Diante disso, pode-se concluir que a sepse induzida por ligacéo e perfuragéo cecal
foi capaz de induzir déficits cognitivos e um inteso estresse oxidativo em animais
sobreviventes, e que o tratamento com curcumina foi capaz de atenuar os danos
mencionados. Institucionalmente este trabalho esta vinculado a UNIFAL-MG e a agéncia
CAPES.

Palavras-chave: memoria; neuroinflamagdo; curcumina.



ABSTRACT

Sepsis is characterized by a set of systemic reactions in response to the infectious agent. Its
clinical outcome induces irreversible brain lesions, which may culminate in long-term
cognitive damage in sepsis surviving patients. The neuroprotective property of long
Turmeric (curcumin) has been widely investigated in several neuropsychiatric disorders. In
this perspective, the present study proposed to evaluate the effect of curcumin on cognitive
and neurodegenerative alterations induced by sepsis. Initially, we randomly divided male
Wistar rats into two experimental groups: control (Sham) and septic (CLP), which were
submitted to cecal ligation and puncture sugery to induce sepsis. The characterization of
cognitive behavior was performed 10, 20 or 30 days after the induction of sepsis through
open field, object recognition and Morris water maze behavioral tests. Another set of animals
was submitted to cecal ligation and puncture surgery and treated by gavage with vehicle or
curcumin (50 mg/kg) for seven consecutive days. Cognitive impairment was evaluated on
the tenth day after induction of sepsis through the behavioral tests already mentioned.
Immediately after the end of the behavioral tests, the animals were sacrificed and their
hippocampus was dissected for evaluation of redox status through the levels of ROS (by
lucigenin allocated fluorescence method), protein nitrosilation, trap percentage, TBARS,
free and total GSH and GSSG (by s-nitrosotiol residue capture method). As a result of the
characterization of cognitive behavior, a marked cognition deficit as well as deficits in the
recognition and spatial memories were observed 10 days after the induction of sepsis, which
remained in a time-dependent manner to this clinical condition, These deficts were
characterized by the increase in exploration time of the familiar object and a reduction in
exploration time of the new object and the recognition index after 2 and 24 h in the object
recognition test. Also, by the increased latency to reach the platform and to reach the target
quadrant and by the reduced length of stay in the target quadrant in the Morris water maze
test, when compared to the Sham group. As for the animals that received oral treatment with
curcumin (50 mg/kg), a significant reduction in cognitive deficits and recognition and spatial
memories impairments was observed 10 days after the induction of sepsis when compared
to the CLP+vehicle group. In addition, intense oxidative stress was observed in animals from
the CLP+vehicle group, indicated by the expressive increase of ROS, protein nitrosilation
and TBARS, and by the reduction of the antioxidant parameters Trap and free and total GSH
when compared to the control group. Treatment with curcumin was effectively able to
attenuate these parameters when compared to the CLP animals treated with vehicle. The
analysis of the GSSG parameter showed no statistically significant difference between the
tested groups. Therefore, it can be concluded that sepsis induced by cecal binding and
perforation was able to induce cognitive deficits and an intense oxidative stress in surviving
animals, and that curcumin treatment was able to mitigate the damage mentioned.
Institutionally, this work is linked to UNIFAL-MG and CAPES agency.

Keywords: memory; neuroinflammation; curcumin.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Localizagao e divisdo estrutural do lipopolissacarideo...........cccccecuveerevreennnenne 23
Figura 2 - Ativagao periférica da resposta imune inata desencadeada pelo LPS............... 24
Flgura 3 - Vias de comunicagdo entre o sistema imune € 0 cérebro...........ceecveerverevrennnnnn. 25
Figura 4 - Disfuncao da barreira hematoencefalica durante a sepse..........cceevveeveererennnen. 28
Figura 5 - Principais tarefas de avaliagao de memoria e cognigdo em roedores............... 29
Figura 6 - Curcuma lONGQ..................ooccueeeeuieeeiieecieeeeeeee e e s aee e eeaee s 40

Figura 7 - Inducéo da sepse pela cirurgia de ligagéo e perfuragéo cecal.............ccccovunee. 46

Figura 8 - Efeito temporal (10, 20 e 30 dias) sobre o desempenho comportamental nos
testes de campo aberto, reconhecimento de objetos e labirinto aquatico de
Morris em animais Sham € CLP........cccocviiiiinie s 47
Figura 9 - Efeito do tratamento com curcumina sobre o desempenho comportamental nos
testes de campo aberto, reconhecimento de objetos e labirinto aquatico de
Morris em animais SNam € CLP..........cccoviiiiiiie e 49

Figura 10 - Efeito do tratamento com curcumina sobre o estresse oxidativo em animais

SNAM € CLP...ci et 50
Figura 11 - Modelo experimental de sepse: CLP ........cccoviiiiiiiiiiiiiiiiieee e 51
Figura 12 - Aparelho referente ao teste de Campo Aberto..........cccceeveveieeviccecce s, 55
Figura 13 - Aparelho referente ao teste de Reconhecimento de Objetos.............cccue.ee. 56
Figura 14 - Aparelho referente ao teste de Labirinto aquatico de Morris............cccc....... 58
Figura 15 — Taxa de sobrevivéncia em animais Sham € CLP............cccccooeiiiiiiiinnnennn, 60

Figura 16 - Desempenho comportamental em animais submetidos ao teste de campo
aberto 10, 20 ou 30 dias apds a indugdo da sepse pela cirurgia de ligacdo e
PErfuragao CECAL.....cciuviiiiiiieiie e e 62
Figura 17 - Desempenho comportamental em animais submetidos ao teste de
reconhecimento de objetos, 10 dias apds a simulagdo ou indugao da sepse pela
cirurgia de ligacdo e perfuracdo cecal............ccoovviiiiiiiiiiici 64
Figura 18 - Desempenho comportamental em animais submetidos ao teste de
reconhecimento de objetos, 20 dias apos a simulacao ou indugdo da sepse pela
cirurgia de ligacdo e perfuracdo cecal............cccooviiiiiiiiiiicic 66

Figura 19 - Desempenho comportamental em animais submetidos ao teste de



reconhecimento de objetos, 30 dias ap6s a simulacao ou indugao da sepse pela

cirurgia de ligacdo e perfuracdo cecal............cooviviiiiiiiiiiici 68

Figura 20 — Performance comportamental em animais submetidos a etapa de treino do
teste de labirinto aquéatico de Morris 10, 20 ou 30 dias ap0s a inducao da

sepse pela cirurgia de ligacao e perfuracdo cecal............ccooevevviiniieiennnnne 69

Figura 21 — Performance comportamental em animais submetidos ao teste de labirinto
aquatico de Morris 10, 20 ou 30 dias apds a inducao da Sepse................... 71

Figura 22 — Performance comportamental em animais submetidos ao teste de labirinto
aquético de Morris 10, 20 ou 30 dias ap6s a indugdo da sepse por ligacéo e

PEITUrAGAD CECAL........oiuiiiieieiee e 72

Figura 23 — Desempenho comportamental no teste de campo aberto em animais
submetidos a inducdo da sepse por ligacdo e perfuracdo cecal e ao

tratamento com Veiculo OU CUFCUMING........ccveverieriesireeeeeee e 74

Figura 24 — Desempenho comportamental no teste de reconhecimento de objetos em
animais submetidos a inducéo da sepse por ligacdo e perfuracdo cecal e ao

tratamento com VEiCUlo OU CUrCUMING. ......cveveierieiiiiisieieie e 76

Figura 25 — Performance comportamental no teste de labirinto aquatico de Morris em
animais submetidos a inducdo da sepse por ligacdo e perfuracéo cecal e ao

tratamento com VEICUIO OU CUICUMING. .. ..uvveeeeeeee e e eea e 79

Figura 26 — Analise dos perfis oxidativo e antioxidativo em animais submetidos a inducéo
da sepse por ligacdo e perfuracdo cecal e ao tratamento com veiculo ou

U UMD, ettt e e e 82

Figura 27 — Representagdo esquematica da sinalizacdo de Nrf2............cccccoeviviinnene, 89
Figura 28 -Desempenho comportamental em animais submetidos ao teste de
reconhecimento de objetos, 10 dias ap6s a simulacdo ou inducdo da sepse pela
cirurgia de ligag&o e perfuragio Cecal............coocvvirieiciiieic e, 123
Figura 29- Desempenho comportamental em animais submetidos ao teste de
reconhecimento de objetos, 20 dias apds a inducdo da sepse pela cirurgia de
ligac8o e perfuraGdo CeCal .........ccooviiiiiiiiee e 123
Figur 30 - Desempenho comportamental em animais submetidos ao teste de
reconhecimento de objetos, 30 dias apos a inducdo da sepse por ligacdo e

PEITUFACAD CECAL......eiiiiiiiiie e 126



Figura 31 - Desempenho comportamental no teste de reconhecimento de objetos em
animais submetidos a inducédo da sepse por ligacéo e perfuracédo cecal e ao

tratamento com VEICUIO OU CUTCUMING. .....ecevt s i e e 127



LISTA DE QUADRO E TABELAS

Quadro 1 - Sistema de score de pontuagdo de disfung¢do organica completo (SOFA)..... 22
Tabela 1 — Grupos experimentais (animais Sham e CLP) 10, 20 ou 30 dias apos a cirurgia
de ligacao e perfuraco Cecal.........cevvuiiriiiiieniieiieeiee e 47
Tabela 2 — Grupos experimentais (tratamento com curcumina / Sham ou CLP) 10 dias
apos a inducao da sepse por ligagao e perfuracao cecal.........cccvevvveeiiiveennnen. 48
Tabela 3 — Analise do tamanho do efeito por meio do d Cohen na taxa de sobrevivéncia
em animais Sham € CLP........c.cooiiiiiiie e 60
Tabela 4 — Analise de variancia de duas vias e do tamanho do efeito por meio do teste
Odmega-quadrado no teste de campo aberto, em grupos Sham e CLP (cirurgia),
durante 20 minutos (tempo), 10, 20 ou 30 dias apds a indugao da sepse pela
cirurgia de ligagdo e perfuragdo cecal.........cceoveviiiriieniieniieieeieeeeee e, 63
Tabela 5 — Analise do tamanho do efeito por meio do ¢ Cohen no teste reconhecimento
de objetos, entre os grupos Sham e CLP, 10 dias apds a indugdo da sepse pela
cirurgia de ligacdo e perfuragdo cecal.........cccooeeriiiiniiiiiiiniiiieeeeeen 65
Tabela 6 — Analise do tamanho do efeito por meio do teste d Cohen no teste
reconhecimento de objetos, em grupos Sham e CLP, 20 dias ap6s a indugao
da sepse pela cirurgia de ligagc@o e perfuracdo cecal..........cccceeviveiieniennnnnne 67
Tabela 7 — Analise do tamanho do efeito por meio do teste d Cohen no teste
reconhecimento de objetos, em grupos Sham e CLP, 30 dias apods a indugao
da sepse por ligacdo e perfuragao cecal........ccceevvveeiiiieiiieeiieeeie e, 68
Tabela 8 — Analise de variancia de duas vias e do tamanho do efeito por meio do teste
omega-quadrado no teste de labirinto aquatico de Morris, em grupos Sham e
CLP (cirurgia), durante 5 dias (tempo), 10, 20 ou 30 dias ap6s a inducao da
sepse pela cirurgia de ligagdo e perfuragdo cecal.........ccccvveevveencieencieeennnnn. 70
Tabela 9 — Analise do tamanho do efeito por meio do teste d Cohen no de labirinto
aquatico de Morris, entre os grupos Sham e CLP, 10, 20 ou 30 dias ap0s a

inducao da sepse por ligacao e perfuracéo

Tabela 10 - Andlise do tamanho do efeito por meio do teste d Cohen no teste de labirinto
aquatico de Morris, entre os grupos Sham e CLP, 10, 20 ou 30 dias ap0s a

indugéo da sepse por ligacdo e perfurago cecal...........coovvviiieiiiciininins 73



Tabela 11 - Anélise de variancia de duas vias e do tamanho do efeito por meio do teste
O0mega-quadrado no teste de campo aberto, em grupos Sham e CLP tratados

com veiculo ou curcumina (cirurgia e tratamento), durante 20 minutos

Tabela 12 - Anélise de variancia de duas vias e do tamanho do efeito por meio do teste
O0mega-quadrado no teste de reconhecimento de objetos, em grupos Sham e
CLP (cirurgia) tratados com veiculo ou curcumina (tratamento).................. 77
Tabela 13 - Analise de variancia de duas vias e do tamanho do efeito por meio do teste
O6mega-quadrado no teste de labirinto aquatico de Morris, em grupos Sham e

CLP tratados com veiculo ou curcumina (cirurgia e tratamento) durante 5 dias

Tabela 14 - Analise de variancia de duas vias e do tamanho do efeito por meio do teste
O6mega-quadrado no teste de labirinto aquatico de Morris, em grupos Sham e

CLP (cirurgia) tratados com veiculo ou curcumina (tratamento).................. 80

Tabela 15 — Analise do tamanho do efeito por meio do d Cohen no teste reconhecimento
de objetos, entre os grupos Sham e CLP, 10 dias apds a indugdo da sepse pela

cirurgia de ligagao e perfuragdo cecal.........ccoeoveviieriieciienieeieieeieeee e, 83

Tabela 16 - Anélise do tamanho do efeito atraves do d Cohen no teste reconhecimento de
objetos, entre os grupos Sham e CLP 10 dias ap6s a indugdo da sepse pela

cirurgia de ligacdo e perfuragdo cecal...........cccceevveiieiieie e 124

Tabela 17 - Anédlise do tamanho do efeito através do teste d Cohen no teste
reconhecimento de objetos, em grupos Sham e CLP 20 dias ap6s a inducdo da

sepse pela cirurgia de ligacao e perfuracao cecal............ccoevvevvveeiveicseennnn, 125

Tabela 18 - Andlise do tamanho do efeito através do teste d Cohen no teste
reconhecimento de objetos, em grupos Sham e CLP 30 dias ap0s a inducao da

sepse por ligacao e perfuragao CeCal.........ccoovvevviieiiiii s 126

Tabela 19 - Andlise de variancia de duas vias e do tamanho do efeito através do teste
O0mega-quadrado no teste de reconhecimento de objetos, em grupos Sham e

CLP (cirurgia) tratados com veiculo ou curcumina (tratamento)............... 128



AChE
ANOVA
ARE
AP
BHE
BDL
BDNF
CLP
cm
CNN
COX
COX-2
CREB
Curcuma longa
Cul3:Rbx1

CVOs
DA
DAMPs
EPM
FADD
ES
EpRE
ERK
g
9/Kg
GFAP
GSH

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Enzima acetilcolinesterase

Analise de variancia

Elemento de resposta antioxidante
Placas beta-amilGides

Barreira hematoencefalica

Cirurgia de ligadura do ducto biliar
Fator neurotréfico derivado do cérebro
Ligadura e Perfuragdo Cecal
Centimetros

Trans cinamaldeido

Cicloxigenase

Cicloxigenase 2

Proteina ligadora ao elemento cCAMP

Curcumina

Complexo culina ubiquitina ligase E3 e proteina caixa de

anel

Orgéos circunventriculares

Doenca de Alzheimer

PadrBes moleculares associados a danos

Média mais ou menos o erro padrdo da média
Proteina associada a Fas com dominio de morte
Tamanho do efeito

Elemento de resposta eletrofilica

Proteina quinase regulada por sinal extracelular
Grama

Grama por quilograma

Proteina acida fibrilar glial

Glutationa



GSSG
HAS
HO
HO-1
Iba-1
I.c.v
i.p.
i.m
IL-1pB
IL-6
INF-y
iINOS
IRAK1
JNK
Keapl
Kg
LPS
LBP
LTM
MD?2
mg
mg/Kg
mg/pl
mg/g
ml/Kg
mmHg
MMP
MOM
MDA
MPO
NF-Kb
Nrf2
NQO1

Glutationa oxidase

Hemorragia subaracnoidea
Radicais hidroxila

Enzima heme-oxigenase 1
Proteina adaptadora de célcio ionizada 1
Via intracérebroventricular

Via intraperitoneal

Via intramuscular

Interleucina 1 beta

Interleucina 6

Interferon gama

Oxido nitrico sintase induzido
Quinase associada ao receptor I1L-1
Jun N-terminal quinase

Proteina 1 associada a ECH do tipo Kelch
Quilograma

Lipopolissacarideo

S-binding protein

Memoria de longa duracéo
Receptor MD2

Miligramas

Miligramas por quilo

Miligramas por microlitro
Miligramas por grama

Mililitro por quilo

Milimetros de mercurio
Metaloproteinases de matriz
Membrana externa mitocondrial
Malondialdeido

Mieloperoxidase

Fator Nuclear kappa B

Fator 2 relacionado ao fator eritroide 2

Quinona oxidorredutase 1



ON
PAM
PAMPs
PGE2
PKC
PI3K
PSs
PGC-1a
gSOFA
RAGE
RLU/ug
RNS
ROS
sMaf
SNC
SOD
SOFA
STM
TEA
TEC
TED
TBARS
TFAM
TNF-a
Trap
TRAF 6
TRL-4
TUNEL
UTlIs
URIs
MM
Ho/Kg
V.C

Oxido nitrico

Pressdo arterial média

Padrdes moleculares associados a patdgenos
Prostaglandinas

Proteina quinase C
Fosfatidilinositol-3-quinase

Pronto socorros

la do receptor y ativado por proliferagdao de peroxissoma
Quick Sequential Organ Failure Assessment
Receptor para glicagéo avancada de produtos finais
Unidades relativas de luz por micrograma
Espécies reativas de nitrogénio

Espécies reativas de nitrogénio

Proteina fibrossarcoma musculoaponeur6tico pequeno
Sistema Nervoso Central

Peroxido dismutase

Score Sequential Organ Failure Assessment
Memoria de curta duragao

Tempo de exploragéo do objeto A

Tempo de exploracdo do objeto C

Tempo de exploracdo do objeto D

Dano causado pelo estresse oxidativo

Fator de transcricdo mitocondrial A

Fator de necrose tumoral alfa

Capacidade antioxidante total

Fator 6 associado ao receptor de TNF
Receptor toll-like 4

dUTP nick-end labeling

Unidades de terapia intensiva

Unidades de internagéo regular

Micromolar

Micrograma por quilo

Via subcutanea



V.0

Via oral / gavagem



I+

LISTA DE SIMBOLOS

d- Cohen

Omega quadrado

Mais ou menos



SUMARIO

1 LN EI0] 5161070 IO 19
11 EPIDEMIOLOGIA DA SEPSE ..o 19
1.2 FISIOPATOLOGIA DA SEPSE .......ooiiiee ettt 23
1.3 MEMORIA E COGNICAOD ....oooveveeeeeeeeeeeeeeeeee e, 31
14 CURCUMINA ...ttt anas 38
2 OBUIETIVOS ...ttt e nee s 44
2.1 OBJETIVO GERAL ..ottt 44
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .....ooevveveeeeeteesieeeses e, 44
3 METODOLOGIA ...ttt s 45
3.1 ANIMALS L.t e e aa e e nnrae e 45
3.2 SUBSTANCIAS ....ooviiirieeeieiseiss st 45
3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL ..cocovviiieeee e 45
3.3.1 Inducao da sepse pela cirurgia de ligacéo e perfuracao cecal ................. 45
3.3.2 Primeira etapa: Avaliacdo temporal do efeito da sepse sobre o
comportamento cognitivo em animais sobreviventes a Sepse ................ 46
3.3.3 Segunda etapa: Avaliacdo do efeito do tratamento com curcumina
sobre as alteracbes cognitivas e 0 estresse oxidativo em animais
SODIEVIVENTES @ SEPSE ..viveeeiciicite ettt 48
3.3.3.1 Avaliagéo do efeito do tratamento com curcumina sobre o comportamento
Cognitivo em animais SODreVIVENTES & SEPSE .....cuveverververeeeeierierieesiesieseeeenes 48
3.3.3.2 Avaliacdo do efeito do tratamento com curcumina sobre o estresse
oxidativo em animais SODreviventes a SEPSE ......ccvevveevveveerieesieeriesee e 49
3.4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS .....oooiiiee e, 50
3.4.1 Inducdo dasepse pela cirurgia de ligacéo e perfuragéo cecal ................. 50
3.4.2  Tratamento COM CUFCUMING ....coveveiueiieiiesiiereeieiestesresiesseeseeeeseeseesnessesnens 52
3.4.3 Coletae processamento de tecido cerebral .............cccccoeviviiiiiiiiciicinn, 52
3.4.4 Avaliacgéo de nitrosilagao proteica total ............ccoovveiiiiieniiiiieeen, 52
3.4.5 Ensaio do &cido tiobarbitUriCo .........ccccvieiiiiiiieiiiicee e 53
3.4.6 Fluorescéncia Relativa de LUCIgENING ..........ccccveveevieicciecece e 53
3.4.7 Capacidade antioxidante total de retencéo de radicais .............ccccceeueenne. 54
348 GSH € GSSH ..o 54



3.5
3.5.1
3.5.2
3.5.3
3.6

4.1

411
4.2

421
4.2.2
4.2.3
4.3

43.1
4.3.2
4.3.3
4.3.4

5.1

5.2

TESTES COMPORTAMENTAIS ...
CaAMPO ADEBITO ... e
Reconhecimentos de ODJELOS .......cccveveiieiiie e
Labirinto aqUALICO de MOITIS ......ccooiiiiiiirieeieese s
ANALISES ESTATISTICAS ..ottt
RESULTADOS ...ttt sttt
AVALIACAO DA TAXA DE SOBREVIVENCIA EM ANIMAIS
SHAM E CLP oottt
Taxa de SODreVIVANCIA .......oiieiiiicie s
AVALIACAO TEMPORAL DO COMPORTAMENTO COGNITIVO
EM ANIMAIS SOBREVIVENTES A SEPSE .......covveveieeieeeseeesesseeesns
CaMPO ADEBITO ...
Reconhecimento de ODJE0S ........cccoviiiiiiieiiieesesee e
Labirinto AQUALICO de IMOFTIS ......cvcviiiiiiccee e
AVALIACAO DO EFEITO DA CURCUMINA SOBRE O
COMPORTAMENTO COGNITIVO EM ANIMAIS SOBREVIVENTES
AUSEPSE ..ottt
CaMPO ADEBITO ...
Reconhecimento de ODJEtoS .......cccoovveiiiieie e
Labirinto AQUAtICO de MOFTIS ........cceveeiieceece e
EStresse OXIAAtIVO .....c.occveieeieiieiiee et
DISCUSSAD ..ottt
AVALIACAO TEMPORAL DO EFEITO DA SEPSE SOBRE O
COMPORTAMENTO COGNITIVO EM ANIMAIS SOBREVIVENTES
A SEPSE ..ottt
AVALIA(;AO DO EFEITO DA CURCUMINA SOBRE AS
ALTERACOES COGNITIVAS E NEURODEGENERATIVAS EM
ANIMAIS SOBREVIVENTES A SEPSE ......oovvveiieeieeeeeeeeseeesesienenen,
CONCLUSAOD ...coooviiiieise s
REFERENCIAS ..ottt
ANEXOS .o

60
60

61
53
69
73

73
75
77
80
84
84

84



19

1 INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA DA SEPSE

O termo sepse € derivado do grego (sépsis), cujo significado ¢ “putrefagdo” ou
“tornar putrido”. A sepse foi inicialmente caracterizada por Homero (700 a.C) e Hipdcrates
(400 a.C) como um comprometimento biologico perigoso e odorifero, de mau prognéstico
que pode culminar em morte. Porém, somente ha pouco mais de um século foi realizada a
associacao entre a presenca de patdgenos no organismo e os sinais e sintomas de infeccdo
sistémica, tornando a sepse sindnimo de infecgdo grave (SOUZA, 2016; SAO PEDRO,
2016).

A diversidade de conceitos para caracterizar a fisiopatologia da sepse compds uma
importante restricdo para o seu melhor entendimento. As nomenclaturas anteriormente
utilizadas como infeccdo generalizada, septicemia ou sindrome séptica geravam
discordancias nos pontos de vista assistencial e cientifico. Uma vez que a ndo uniformidade
dos critérios de inclusdo da sepse em diferentes estudos clinicos prejudicou demasiadamente
a avaliacdo da eficécia de tratamentos. Assim, a implantacdo de uma defini¢do padronizada
para a correta identificacdo de pacientes sépticos fez-se necessaria (OLIVEIRA, 2020).

Nesse sentido, o consenso internacional de definicdo de sepse e choque séptico
(Sepsis-3) passou a definir os conceitos anteriores como sepse. Essa nomenclatura retrata a
sua fisiopatologia como uma disfuncéo organica secundaria a resposta inflamatéria sistémica
do organismo, mediante a presenca de um agente patogénico e com alto risco de morte.
Além disso, o termo sepse realca as dificuldades que os profissionais da satde enfrentam em
tratar os pacientes devido as suas diversas complicac@es, tais como: alteracGes nos sistemas
cardiovascular, hepatico, pulmonar, renal, hormonal, metabolico, homeostatico e neuronal
(GASPAROTTO et al., 2017; JORDAO et al., 2019).

Com relacdo as alteracBes neuronais, 71% dos pacientes sobreviventes a sepse
apresentam disfuncdo cerebral aguda ou cronica caracterizada pela lentificacdo dos
processos mentais, déficits de atengcdo e memoria, desorientacao, delirium ou coma. Estudos
recentes mostram que o0s pacientes sobreviventes a sepse, que ndo apresentaram disfuncéo
cerebral de curto prazo, possuem um risco aumentado de desenvolver prejuizos das

capacidades cognitivas associadas & memoria e a fungdo executiva, o qual persiste por até 8



20

anos apos o evento séptico inicial (SINGER, 2014; ZONTA et al., 2018; GIROFALO et al.,
2019; WINDMANN et al., 2014).

Os pacientes com histérico de sepse também possuem frequéncias elevadas de
eventos convulsivos. A agitacdo psicomotora gera alteragdes intracranianas e induz déficits
neuroldgicos focais, transtornos de humor e de interagdo social, problemas de coordenacéao
motora e declinio da racionalidade, consciéncia, compreensdo, processamento mental,
atencdo e cognicdo. Além disso, a inflamacdo e o estresse oxidativo oriundos da sepse
desempenham um papel proeminente na morte de neurdnios de regiGes importantes nos
processos de aprendizagem e formagéo de memarias como: nucleo pré-éptico mediano, zona
subventricular, cortex e hipocampo (CHAUDHRY; DUGGAL, 2014; GU et al., 2021;
MOLNAR et al., 2018; SONNEVILE et al., 2013 ZAMPIERI et al., 2011)

Como mencionado, a sepse é responsavel por desencadear um quadro clinico grave.
Por isso, cerca de 54% dos pacientes necessitam de um longo periodo de internacdo em
Unidades de Terapia Intensiva (UTIs), o que implica em elevados custos para 0s sistemas de
salde. O custo de um caso de sepse na Europa foi estimado entre US$ 26 mil a 32 mil,
enguanto nos Estados Unidos da América o custo é de aproximadamente US$ 38 mil. Ja no
Brasil, os pacientes diagnosticados com sepse grave e choque séptico representam em média
um gasto diario de US$ 934 (R$ 3.026), podendo o custo total chegar a US$ 10 mil (R$ 32,4
mil) (SINGER et al., 2016; PAIAO, 2015; ILAS, 2019).

Somente no Brasil sdo diagnosticados 600 mil casos de sepse por ano, sendo essa
circunstancia responsavel pela morte de aproximadamente 390 mil pessoas (65% dos casos).
Esses dados configuram uma taxa de mortalidade 25% maior que a média mundial, a qual
encontra-se entre 30 a 40%. Em nosso pais, a sepse € responsavel pela ocupacdo de 25% de
leitos de UTIs, as quais lideram com 55,5% o ranking de 6bitos, seguidas das Unidades de
Internacdo Regular (URIs) com 37,8% e por altimo, os Prontos-Socorros (PSs) com 23,1%
das ocorréncias. Ademais, a mortalidade de pacientes com sepse e choque séptico nos
hospitais privados corresponde a 23,4% e 56,2%, respectivamente, enquanto nos hospitais
publicos encontra-se entre 44,2% e 72,9% (ILAS, 2019).

Estudos epidemioldgicos mostram que a taxa de mortalidade em individuos
acometidos com sepse apoés a fase aguda € de 30% nos primeiros 6 meses. Alem disso, foi
evidenciado que mais de um quinto dos pacientes sobreviventes a sepse aguda morrem nos

primeiros dois anos de causas ndo relacionadas ao seu estado de salde anterior a sepse, e
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que o risco de morte persiste por até 5 anos apds o evento séptico inicial (YENDE et al.,
2016; ZAGHLOUL et al., 2017; ZONTA et al., 2018).

Frente ao exposto, o diagndstico rapido e preciso da sepse € de fundamental
importancia para propor medidas eficientes relacionadas ao seu tratamento e prognostico,
uma vez que favorece a sobrevida dos pacientes e gera um menor tempo de internacéo e
gasto para os sistemas de satde. Porém, parte das manifestagdes clinicas observadas durante
0 curso da sepse podem ser confundidas com infeccbes inespecificas, o que dificulta a sua
rapida identificacdo. Desse modo, a implantacdo efetiva de protocolos de sepse e de
treinamentos de uma equipe multiprofissional sdo imprescindiveis para que 0s mesmos
estejam aptos para identificar de forma rapida e precisa os sinais e sintomas desencadeados
pela sepse (WEST et al., 2017; ROTHMAN et al., 2017).

Anteriormente, a sepse era caracterizada apenas pela presenca de infeccdo associada
a sindrome da resposta inflamatdria sistémica (SIRS). A SIRS é determinada pela alteracéo
de pelo menos duas das quatro variaveis: frequéncia cardiaca (>90 bpm), frequéncia
respiratdria (20 ipm ou PaCO- 12.000), temperatura corporal (38°C) e presenca de >10% de
células imaturas no hemograma. Entretanto, as alteracbes clinicas mencionadas estdo
associadas a presenca de uma resposta inflamatoria inespecifica, a qual pode estar presente
em 96% dos pacientes admitidos em UTIs (DELLINGER et al., 2013; VINCENT et al.,
2013; ZAGHLOUL et al., 2017).

Diante disso, o diagndstico para a sepse passou a ser realizado por dois sistemas
criteriosos de pontuacdo: o Quick Sequential Organ Failure Assessment (QSOFA) e o Score
Sequential Organ Failure Assessment (SOFA). Primeiramente, é realizada a triagem da
disfuncédo dos 6rgdos por meio do sistema qSOFA. O paciente suspeito deve apresentar pelo
menos dois dos trés critérios de avaliacdo: alteracdo do estado mental, pressdo sanguinea
sistélica menor ou igual a 100 milimetros de mercdrio (mmHg) e taxa respiratoria superior
ou igual a 22 incursdes por minuto (ipm) (JORDAO et al., 2019; SINGER et al., 2016).

Apos a triagem inicial, o SOFA ¢é utilizado para a confirmacdo do diagnéstico da
sepse e acompanhamento do quadro clinico. Esse sistema consiste na avalia¢do individual
dos sistemas de coagulagdo, respiratorio, neuroldgico, hematologico, renal, hepatico,
cardiovascular e do uso de drogas vasoativas, atraves de um score de pontuagdo que varia
entre zero a quatro pontos. A sepse é constatada quando o score de pontuacdo SOFA
apresenta uma variacao de dois ou mais pontos, sendo diretamente proporcional a gravidade
da disfuncéo orgénica (Quadro 1) (SINGER et al., 2016).
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Quadro 1 - Sistema de score de pontuagéo de disfuncéo organica completo (SOFA)

SOFA | o | 1| 2 | 3 | 5
Respiragdo
Pa0yFi0; =400 <400 <300 =200 <100
mmHg
<100Ceagulagdo
-Plaguetas =150 <150 =100 <30 <20
10° mum?
Dopamina Dopamina
Hipotensdo Dopamina <35 <5 ou =15 ou
Cardiovascular PAM =70 PAM <70 on Epinefrina Epinefrina
(mmHg) Dobutamina <01 cu =0,1 ou
qualquer doze  Norepinefrina  Norepinefrina
<01 =01
Figado
Bilirmbina =12 12-19 20-350 6.0-119 <12,0
(mg/dl)
SNC
Ezcala de coma =14 13-14 10-12 6-9 =6
de Glasgow
Eenal
Creatinina mg/dl <12 1.2-19 20-34 3.5-49 »5.0
& débito urinario <500 <200

mlidl

Fonte: Adaptado de SINGER et al., 2016.

Nota: O quadro 1 apresenta a disfuncdo organica presente na sepse, representada pela
alteracdo dos sistemas: respiratorio, estimado pelo indice de oxigenacdo
(PaO2/FiO,); hematoldgico, mensurado pela coagulagdo através das plaquetas;
cardiovascular, avaliado pela pressdo arterial média (PAM) e drogas vasoativas;
hepatico, pela presenca de bilirrubina; neuroldgico, por meio da escala de coma
de Glasglow; e renal, quantificado pela creatinina e pelo débito urinario. Cada
sistema ¢ avaliado separadamente e considera-se sepse a varia¢do de dois ou mais
pontos no SOFA.

Como evidenciado, a sepse configura um importante papel na satde pablica mundial,

uma vez que o seu 6nus ndo se limita apenas a gravidade do quadro clinico e a alta taxa de

mortalidade. Os pacientes, quando sobreviventes, possuem alto risco de desenvolvimento de

diversas complicacOes de longo prazo, entre elas os déficits cognitivos e de memoria. Frente

a isso, o melhor entendimento dos mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos durante a sepse

torna-se necessario para a tentativa de melhorar a qualidade de vida desses pacientes
(ANGUS; POLL, 2013; GOLDIM, 2018).

1.2 FISIOPATOLOGIA DA SEPSE

A fisiopatologia da sepse € um processo dindmico, que esta intrinsecamente

relacionado a interagcdo entre o hospedeiro e a sua resposta de defesa aos microrganismos

infectantes. Os padr6es moleculares associados a patdgenos (PAMPs) como o
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lipopolissacarideo (LPS), foram postulados como os principais desencadeadores da sepse,
enquanto os padrées moleculares associados a danos (DAMPs) séo considerados o0s
principais agravantes dessa condi¢do clinica. A capacidade de ambos de ativar a via de
receptores da familia Toll-like receptor (TRL) tem sido sugerida como a chave do
entendimento da resposta imune a sepse (DAL-PIZZOL, TOMASI, RITTER, 2014).

A ativacdo inicial desta via consiste na interacdo entre o TLR e os PAMPs. Em
especial, o LPS é o principal componente molecular da parede celular de bactérias gram
negativas, tais como a Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa, comumente vistas em processos sépticos. Estruturalmente, o LPS
¢ constituido pelo antigeno-O (polissacarideos O especificos), oligossacarideos e
componentes do lipidio A. Responsavel por conferir a especificidade soroldgica das
bactérias, o antigeno-O é composto por 40 unidades repetitivas de fosfolipidios, Unicas entre
as bactérias, as quais estdo localizadas na parte mais externa e hidrofilica da membrana
(Figura 1) (HOOGLAND et al., 2015; MANSOUR; HASSAN; GEORGY, 2018).

Figura 1 — Localizacdo e divisdo estrutural do lipopolissacarideo

a Bacterial cell (E. coli) b Cell-wall organization
L % -~ 3

Outer membrane

Peptidoglycan

POCOL X000 4 Inner membrane

d Structure of lipid A

oH
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C | "
: \ oy
O fnH
© Architecture of lipopolysaccharide YIRS
ot @

eR® © ©

O-specific chain

Lipid A y

Fonte: Adaptado de BEUTLER; RIETSCHEL, 2003.

Nota: Em A, temos a micrografia eletrénica de Escherichia coli. Em B, temos
a representacdo esquematica da localizagdo do LPS na parede celular
bacteriana. Em C, temos a arquitetura do LPS. E em D, temos a
estrutura primaria do centro toxico do LPS, o componente lipidico A.

Como demonstrado na Figura 1, os oligossacarideos (ou core) estdo localizados no
centro da molécula. Essa estrutura é encarregada de se ligar ao antigeno O na sua parte
externa, e ao lipidio A pela sua porcéo interna. E, por fim, o lipidio A é uma porgédo

glicofosfolipidica incumbida de ancorar o LPS na membrana externa das células do sistema
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imune. Portanto, € a regido responsavel por ativar perifericamente a resposta inflamatéria no
hospedeiro (REIS, 2018; SU, DING, 2015).

Uma vez presente na corrente circulatoria do hospedeiro, o LPS necessita da presenca
da lipoproteina de alta densidade S-biding protein (LBP) para ser transportado. Em vista
disso, o LPS liga-se a LBP formando o complexo (LBP:LPS), que é reconhecido por
receptores CD14-MD2 presentes nas membranas de mondcitos e neutrofilos circulantes.
Esses receptores, por sua vez, enviam sinais para 0 TRL que estimula uma cascata
intracelular de fosforilacdo proteica, culminando na ativacdo do fator nuclear kappa B (NF-
kB) (Figura 2) (REIS, 2018; DANIELSKY et al., 2018).

Figura 2 — Ativacdo periférica da resposta imune inata desencadeada pelo
LPS

MICROGLIAL
CELL

Fonte: HANG; RIVEST, 2003

Nota: Secrecdo de citocinas por mondcitos e neutréfilos circulantes e
macréfagos teciduais pela exposicao ao LPS. O LPS liga-se ao LBP,
e o complexo recém-formado ativa diferentes células por ligagao
aos seus receptores CD14 e TLR4. O complexo LPS:LBP é eficaz
em ativar células de origem mieldide (neutréfilos, mondcitos,
macréfagos e microglia), levando a producgdo de citocinas pro-
inflamatorias, tais como: IL-1, TNF e IL-6. Essas citocinas ligam-
se a receptores cognatos, expressos na superficie de células que
formam a BHE, mas ndo séo essenciais para a mediagéo dos efeitos
de LPS no SNC.

Uma vez ativado, 0 NF-kB passa a transcrever genes que codificam diferentes
mediadores pré-inflamatorios e oxidantes como: quimiocinas, espécies reativas de oxigénio
(ROS) e nitrogénio (RNS), dxido nitrico (ON), superoxido dismutase (SOD), ciclooxigenase
(COX), prostaglandinas (PGs), interferons gama (IFN-y) e citocinas pro-inflamatorias,
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principalmente interleucina 1 beta (IL1-B), interleucina 6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) (FLORES-MARTINEZ et al., 2018; GALIC; RIAZI; PITTIMAN, 2012).

Estudos recentes apontam que o cérebro € um dos primeiros orgaos a ser afetado
durante a sepse pelos PAMPs e pelos mediadores inflamatorios e oxidantes produzidos
perifericamente. As citocinas, em especial, s&o as principais responsaveis por iniciarem a
comunicagdo entre o sistema imune periférico e o sistema nervoso central (SNC) através de
diferentes vias. Durante a sepse, as citocinas sinalizam o SNC pela ativacdo de nervos
sensoriais periféricos (geralmente o nervo vago aferente) e pelos 6rgédos circunventriculares
(CVOs) (Figura 3) (DAL-P1ZZOL, TOMASI, RITTER, 2014; HUA-YEH et al., 2018
SCHEDLOWSKI; ENGLER; GRIGOLEIT, 2014).

Figura 3 — Vias de comunicagdo entre o sistema imune e 0
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Cérebro
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Fonte: Adaptado de SCHEDLOWSKI; ENGLER; RIGOLEIT, 2018.

Nota: O LPS interage com os receptores TLR, presentes na superficie
de macréfagos e neutréfilos, levando a producéo e liberacao
de citocinas pro-inflamat6rias na corrente circulatéria. As
citocinas interagem com o cérebro através de diferentes vias
de sinalizagdo: transportadores especificos presentes na BHE,
pelos 6rgdos circunventriculares, via nervo vago e pelos os
receptores TRL presentes nas células cerebrais.
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A estimulacdo do nervo vago acontece pelo contato das citocinas periféricas com
receptores axonais de citocinas, presentes nos seus terminais dendriticos. Esses receptores
s80 responsaveis por captar os sinais inflamatorios e os enviar até o nucleo do trato solitario
(tronco encefalico). Quanto aos CVOs, ndo existe protecdo exercida pela barreira
hematoencefélica (BHE) nessa regido. Portanto, as citocinas periféricas atravessam
livremente para o parénquima cerebral e disseminam os sinais inflamatorios no cérebro
(Figura 3) (CHAUDHRY; DUGGAL, 2014; LIU et al., 2017; REIS, 2018).

Uma vez presentes no cérebro, as citocinas induzem o aumento da expressdo de
receptores CDA40, selectina e da molécula de adesdo intracelular-1 em células do endotélio
cerebral. A hiper-expressdo dessas moléculas induz a perda da capacidade homeostéatica
endotelial, levando ao aumento da passagem de liquido e proteinas para o cérebro e formacéo
de edema tecidual. Por sua vez, o desequilibrio do sistema de coagulacdo induz a formacéo
de microtrombos e, consequentemente, a isquemia cerebral (COMIM et al., 2008;
DANIELSKY et al., 2018; MOLNAR et al., 2018; MALDONADO, 2013).

A exposicdo a isquemia e aos niveis aumentados de citocinas estimula as células
vasculares cerebrais a expressarem glicoproteinas denominadas moléculas de adesédo
leucocito endotélio. Essa interacdo € responsavel pela migracdo de células
polimorfonucleadas e leucdcitos ativados em direcdo a lesdo, por um processo conhecido
como diapedese. Durante o curso da sepse, € comumente visto 0 aumento da migracéo de
leucdcitos ativados em direcéo ao cérebro na tentativa de destruir os patdgenos. Entretanto,
essas células também sdo importantes fontes de producéo de fatores oxidantes e, por isso,
causam, ao mesmo tempo, danos ao tecido cerebral (INCE et al., 2016; CZEMPIK; PLUTA,;
KRZYCH, 2020).

Consistentemente, as citocinas tém se mostrado relacionadas ao estresse oxidativo,
0s quais juntos modificam o funcionamento da BHE durante a sepse. O comprometimento
da BHE pode ser observado por meio de alteragbes ndo disruptivas e disruptivas. As
alteracbes ndo disruptivas ocorrem em niveis molecular e celular, as quais modificam a
permeabilidade da BHE. J& as disruptivas, originam-se por meio de mudancas anatbmicas
da célula, como: degradacédo do glicocalice, perda de integridade das jungdes estreitas, dano
mitocondrial, aparecimento de fenestras entre as células endoteliais e morte de células
endoteliais, as quais induzem o rompimento da BHE (VERKRATSKY et al, 2019; ADAM
etal., 2019; DANIELSKY et al, 2018).
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A perda da integridade da BHE € a principal razdo para a origem da disfuncéao
cerebral induzida pela sepse e para um dano sistémico final. Estudos apontam que 0 aumento
da atividade de proteinas que compdem a BHE, como as metaloproteinases de matriz
(MMP), desloca as células endoteliais, contribuindo para o0 seu rompimento durante a
sepse. A destruicdo da BHE gera disturbios homeostéaticos i6nicos, levando a perda da sua
seletividade e capacidade de impedir a entrada de componentes bacterianos (LPS) e
mediadores inflamatorios e oxidantes oriundos da corrente circulatéria (DALL-PIZZOL et
al., 2013; COMIM et al., 2008; DAL-PIZZOL et al., 2010; YOKOO et al., 2012).

H& evidéncias de que as citocinas, as moléculas oxidativas e o0s peptideos
microbianos (PAMPS) por si sO interagem com a BHE, alterando negativamente a sua
permeabilidade 24 horas ap6s a inducdo da sepse. A perda da integridade da BHE e a
presenca de fatores deletérios no cérebro ativam as células gliais via receptor TRL, as quais
também iniciam o processo de producdo e liberacdo de moléculas inflamatérias e
oxidativas (Figura 4) (DALL-PIZZOL et al., 2013; RODRIGUEZ-GOMEZ et al., 2020).
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Figura 4 — Disfuncdo da barreira hematoencefalica durante a
sepse

MMP-2
MMP-9

BBB

Fonte: Adaptado de DANIELSKY et al., 2018.

Nota: O LPS a jusante com as citocinas IL1-B, IL-6, TNF-a e
0s mediadores oxidativos comprometem a integridade
da BHE e, consequentemente, induzem o aumento da
sua permeabilidade. Além disso, esses mediadores
ativam as MMP 2 e 9, as quais quebram as juncdes entre
as células que compdem a BHE. Diante disso, a BHE se
rompe e perde a seletividade e a capacidade de impedir
a entrada de moléculas estranhas no cérebro, deixando
as células nervosas desprotegidas. A microglia e 0s
astrocitos passam a produzir mediadores pro-
inflamatdrios e pré-oxidantes, na tentativa de proteger
0 cérebro dos danos gerados pela sepse. Contudo, a
resposta celular acaba exacerbando a resposta
inflamatoria e contribuindo aos danos a BHE.

A producéo de citocinas e moléculas oxidantes pelas células da glia normalmente
constitui em um processo benéfico, cujo objetivo é manter a plasticidade cerebral e proteger
0 cérebro de ameacas potencialmente deletérias. No entanto, durante a sepse ocorre o
descontrole da producdo dos mesmos, levando a persisténcia da inflamacgéo e do estresse
oxidativo. Essa desregulacdo, por sua vez, gera um ciclo vicioso pelo aumento adicional de
fatores nocivos ao cérebro, além de contribuir para o desenvolvimento de um quadro
neuroinflamatdrio cronico e para a progressao do rompimento da BHE (DANIELSKY et al.,
2018; MORAES et al., 2014; SIQUEIRA, 2016).

A BHE compreende em um sistema celular complexo e dindmico, capaz de interagir

com as células da glia (microglia e astrocitos). Os astrocitos, em especial, séo células
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morfologicamente complexas, caracterizadas por uma arborizagdo intrincada e por
especializagbes anatdmicas que fornecem suporte estrutural e funcional para a BHE,
sinapses neuronais, vasos sanguineos e outras células presentes no SNC. Além disso, sdo
consideradas células imunocompetentes, uma vez que atuam como reguladores importantes
da inflamacdo cerebral. A participagdo dos astrocitos nos mecanismos ligados a
neuroinflamacgéo e quebra da BHE ocorre por meio de um processo denominado astrogliose
(LINNERBAUER; WHEELER; QUINTANA, 2020; YANG. WANG, 2015).

A astrogliose é uma condicdo patoldgica caracterizada por alteracGes reativas do
astrocito. A reatividade dos astrécitos estd intimamente relacionada a sua morfologia, ao
estado proliferativo, aos tipos de células com os quais interagem e a arquitetura do tecido
para 0 qual esta contribuindo. Com base nesses critérios, foram propostos dois subtipos
fundamentalmente diferentes dessas células. O primeiro sdo 0s astrocitos reativos
proliferativos e formadores de borda (Al), os quais encontram-se circundando o tecido
danificado que contém infiltracdo de leucdcitos, proliferacdo de células estromais e fibrose
apos trauma, isquemia, infeccdo, inflamacéo, acimulo de toxinas, ruptura da BHE ou doenca
neurodegenerativa. O segundo subtipo é composto pelos astrdcitos reativos nao
proliferativos (A2), que séo aqueles que respondem & lesdo ou doenca mantendo as suas
localizacGes e caracteristicas fundamentais da estrutura celular, bem como as interacoes e
funcdes no tecido neural que ndo esta abertamente danificado (VERKHRATSKY et al.,
2019; SOFRONIEW, 2020).

A proteina acida fibrilar glial (GFAP) é a principal constituinte dos filamentos
intermediarios de astrdcitos, e por isso € considerada como um dos marcadores especificos
para astrécitos reativos. O aumento da sua expressao é frequentemente visto durante a sepse,
pois esta correlacionado ao aumento da sintese de mediadores pré-inflamatorios e oxidantes
no cérebro. Além disso, a sua expressdo aumentada esta relacionada a formacao de processos
astrociticos estendidos, os quais induzem a morte neuronal (MESSING; BRENNER, 2020;
SOFRONIEW, 2015; PEKNY; PEKNA, 2014).

Fisiologicamente, a morte celular € um mecanismo homeostatico altamente regulado
e crucial para manter o funcionamento dos tecidos, tamanho dos 6rgdos e para conter 0s
processos inflamatorios. A morte de neurdnios desempenha um papel importante para a
geracdo de circuitos funcionais, pois promove a eliminacdo de neurdnios excessivos que
migram para posi¢Oes ectopicas ou que inervam alvos inadequados, além de reduzir a

competicdo entre neurdnios por quantidades limitantes de fatores pré-sobreviventes, como
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o fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), podendo assim atingir a inervagdo alvo
ideal (FRICKER et al., 2018).

Embora a remocéo de neurdnios excessivos no sistema nervoso seja essencial para a
formacéo de circuitos funcionais, a morte anormal de células neuronais é uma das principais
causas de doencas neurodegenerativas aguda e crénica. A neurodegeneracao é caracterizada
pela disfuncéo estrutural e funcional dos neurénios, as quais levam ao aumento progressivo
da morte dos mesmos. Estudos demonstram que a morte exacerbada de neurdnios coincide
com a producdo de mediadores pré-inflamatorios e oxidantes, que estdo associados a
resultados ruins em pacientes sépticos (GU et al., 2020; KAYAGAKI et al., 2011; HAGAR
etal., 2013; NAPIER et al., 2016).

Sabe-se que as espécies reativas produzidas como parte dos processos fisioldgicos
diarios tém papéis importantes na sinalizacdo celular, transcricdo génica e resposta imune.
Porém, quando superproduzidas, geram um dano oxidativo severo nas estruturas celulares.
O acimulo de ROS na matriz mitocondrial, por exemplo, induz a oxidacgdo de lipideos e
proteinas da sua membrana, gerando uma disfuncdo mitocondrial. Além disso, disturbios no
DNA mitocondrial devido a oxidagdo por ROS estdo intimamente correlacionados com uma
menor expressdo de genes responsaveis pela codificacdo de proteinas antioxidantes de
protecdo mitocondrial (LEO; CAMPOS, 2019).

Embora os mecanismos envolvidos ainda ndo sejam claros, foram identificadas 30
mutacdes no DNA mitocondrial relacionadas ao ambiente pro-oxidativo durante a sepse. A
oxidacdo do DNA e as membranas mitocondriais, com sua subsequente fragmentacéo,
implicam em les&o celular irreversivel. Por fim, a morte mitocondrial e a diminuigdo da
producdo de adenosina trifosfato ativam sinais de morte celular que desencadeiam
consequentemente processos pré-inflamatérios (LEO; CAMPOS, 2019; PISOSCHI et al.,
2015).

Foi demonstrado que o TNF-a e o ligante Fas estdo relacionados a indugdo de
apoptose de neurdnios motores durante a inflamacao sistémica. A ligacdo de receptores de
morte familiar do TNF-a, na superficie neuronal, culmina no recrutamento da proteina
associada a Fas com dominio de morte (FADD). Essa ligac&o, por sua vez, recruta moléculas
pro-caspase-8 permitindo o processamento autoproteolitico e ativagdo da capase-8. Uma vez
ativada, a caspase-8 estimula outras caspases efetoras por clivagem proteolitica,

promovendo danos a mitocondria e morte neuronal por apoptose (FRICKER et al., 2018).
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A sepse também induz apoptose neuronal pela via dependente de caspase-11. A
caspase-11 é um receptor de reconhecimento de padréo citosélico, que desempenha um papel
critico na resposta ao LPS durante a sepse. Estudos mostraram, em diferentes tipos celulares,
0 aumento da expressdo da caspase-11 ap0s a deteccdo do LPS via TRL. O reconhecimento
do LPS parece induzir a ativacao da caspase-11 através da sua dimerizacao, levando a morte
celular e liberacdo de mais mediadores pré-inflamatérios e oxidativos durante a sepse
(AACHOUI et al., 2013; BROZ; MONACK, 2011; RATHINAM et al., 2012; NAPIER et
al., 2016; GU et al., 2020)

Além disso, o0 estresse oxidativo gerado pela sepse desregula a expressdo de
proteinas importantes no mecanismo de inducdo e bloqueio de apoptose, como a familia
de proteinas Bcl. Essa familia compreende em 18 membros classificados em trés grupos
conforme a sua funcdo na apoptose. O primeiro grupo € composto pelas proteinas
antiapoptoticas Bcl-2, Bel-xl, Bel-w, Mcll e Al, que atuam suprimindo a morte celular
pela ligacdo e inibicdo das proteinas Bcl pro-apoptéticas, ao passo que o segundo grupo é
formado pelas proteinas efetoras pro-apoptéticas Bax e Bak, as quais promovem disfuncao
mitocondrial. J& as proteinas do terceiro grupo sdo altamente conservadas e heterogéneas,
uma vez que evoluiram para detectar o estresse celular e iniciar a apoptose pela ativacéo
direta de Bax e Bak ou pelo deslocamento de ativadores diretos das proteinas anti-
apoptoticas (ADAM et al., 2019; BLANCO et al., 2017).

A homeostase e a dindmica mitocondrial sdo reguladas especialmente pelas proteinas
da familia Bcl-2. Em células saudaveis, Bax e Bak se movem entre o citosol e a membrana
externa mitocondrial (MOM), enquanto em condi¢fes como a sepse, onde as células gliais
encontram-se hiperativas, Bax e Bak ficam acumuladas e oligomerizadas na MOM, gerando
0 aumento da sua permeabilidade. A alteracdo da permeabilidade da MOM, induz a liberagéo
de fatores pro-apoptoticos como o citocromo c e a hiperatividade das proteinas que compdem
0 grupo 3 (BLANCO; GARCIA-SAEZ, 2017; EDLICH et al., 2017).

O aumento da atividade das proteinas pré-apoptoticas ativa diferentes caspases e
induz a diminuicdo da expressao de Bcl-2, culminando na morte de neur6nios. Durante a
sepse, a apoptose neuronal ocorre predominantemente pela desregulacdo das proteinas da
familia Bcl. Este desajuste aumenta a atividade das caspases clivadas, especialmente em
regides responsaveis pelos processos de atengéo, linguagem e motivacéo, como o hipocampo
(LUO et al., 2020; ZHANG et al., 2014a; ZHAGLOUL et al., 2017).
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Um estudo avaliando a apoptose e a vulnerabilidade de diferentes estruturas cerebrais
induzidas por inflamac&o sistémica concluiu que o hipocampo é a regido mais fragil durante
a sepse experimental. A presenca de citocinas pro-inflamatérias no hipocampo altera a
regulacdo do calcio (essencial para a conducdo dos estimulos nervosos) e aumenta a
producdo de radicais livres (toxicos para as células nervosas), levando a morte progressiva
dos neurdnios (GASPAROTTO et al., 2017; GASPAROTTO et al., 2017; SEMMLER et
al., 2005; WANG et al., 2018).

A perda das sinapses afeta proeminentemente a transmissdo excitatéria no
hipocampo, induzindo o prejuizo das funcBes cognitivas. Foi demonstrado que o
comprometimento cognitivo induzido pela sepse estd associado a diminuicdo da
neurogénese hipocampal. A sepse prejudica a proliferacéo e diferenciacdo das células-tronco
neurais do hipocampo, afetando a reserva cognitiva e consequentemente a memdria de longo
prazo (SHEN et al., 2020; STUART et al., 2014; SEONG et al., 2016; VALERO et al.,
2014).

Diversos trabalhos demonstraram consequéncias duradouras ap0s a recuperacao da
sepse, incluindo alteracbes na memoria, atencdo, concentracao e/ou perda global cognitiva.
Além disso, evidéncias neuromorfoldgicas sugerem a associacdo destas alteragdes com a
reducdo do volume hipocampal e da sua atividade elétrica em pacientes sobreviventes a
sepse (BARICHELLO et al., 2018; MANFREDIN et al., 2019; PRESCOTT et al., 2018).

Como evidenciado, a hipétese de que o prejuizo cognitivo pode estar relacionado aos
processos inflamatorio e oxidante, apesar de ser relativamente nova, é bastante consistente.
Os disturbios inflamatorios e do estado redox nas mitocdndrias tém sido considerados
como os principais fatores desencadeadores de neurodegeneracgéo e, consequentemente, do
surgimento dos prejuizos cognitivos de curto e longo prazo em pacientes sobreviventes a
sepse (BARICHELLO et al., 2018; ANDONEGUI et al., 2018; ZHANG., et al., 2014a;
BERDILI et al., 2018; HERNANDES et al., 2014; LEO; CAMPOS, 2019; XU et al., 2017).

1.3 MEMORIA E COGNICAO

A memoria é caracterizada como uma habilidade do ser vivo de adquirir, reter e
utilizar informag0es durante mecanismos associativos inconscientes, 0s quais Sao
dependentes da capacidade do SNC modificar-se diante as experiéncias. Portanto, a memoria

é um processo fundamental para os seres vivos, especialmente para o ser humano, uma vez


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0306452220301561?via%3Dihub#b0125
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que determina em grande parte a sua personalidade. Sem a memoria, 0s humanos teriam
apenas reflexos simples e comportamentos estereotipados (ALEXANDRE et al., 2014;
JONIDES et al., 2008).

Os mecanismos envolvidos na formacdo da memoria estdo subdivididos em trés
etapas: aquisicdo, consolidacéo e evocagao. A aquisi¢do corresponde ao primeiro momento
em que as principais informagdes sdo detectadas e selecionadas pelos sistemas sensoriais,
Ou seja, ocorre a exposicdo ao estimulo/experiéncia (imagem de um objeto, local, som,
acontecimento, sequéncia de movimentos etc) (CAVALCANTE et al., 2020; DUDAI,
KARNI, BORN, 2015).

Ja a etapa de consolidacdo, ocorre posteriormente ao primeiro contato com o
estimulo/experiéncia a ser memorizado e acontece durante um periodo de tempo variavel
(minutos ou horas). As informacgdes recém-adquiridas tornam-se estaveis por meio de uma
série de transformacdes celulares, sintese proteica e modificagBes sinapticas necessarias para
armazenar parte do que foi aprendido. Sendo assim, esta é uma fase considerada instavel e
sujeita a modulacBes uma vez que pode sofrer interferéncia de diversos fatores, como
inflamatdrios e oxidantes. E por fim, a etapa de evocacgdo corresponde ao momento em que
as informacdes anteriormente aprendidas e armazenadas sdo recuperadas e utilizadas (BIFF
et al., COMIN et al., 2015; FANG et al., 2013; SOUZA, 2020).

Em humanos, a memoria distingue-se em diferentes tipos, podendo ser explicita ou
implicita. As memorias explicitas sdo referidas como uma lembranca consciente de
experiéncias anteriores. A mesma esta subdividida em eventos que sdo vivenciados
pessoalmente (relacionados a eventos) e em memorias que se referem a fatos e
conhecimentos (portugués, historia, geografia, matematica etc.). Quanto as memorias
implicitas, referem-se as lembrancas inconscientes como habilidades motoras adquiridas
(andar de bicicleta, nadar, tocar violdo etc.) e associacBes emocionais com estimulos ou
eventos particulares que formam o gosto e desgosto por algo (NEVES, 2020).

As memodrias também podem ser classificadas quanto ao tempo de retencao
(armazenamento), sendo divididas em: memorias de trabalho, curta ou longa duracdo. A
memoria de trabalho refere-se a informagdo mantida por alguns segundos, a qual é
processada basicamente pela atividade elétrica da regido do cortex pré-frontal, sem deixar
tracos bioquimicos. A memoria de curta duragdo (STM) é dependente da atividade de
enzimas presentes no hipocampo e cortices entorrinal e perirrinal, por isso dura em média

de 1 a 6 horas. J& a memoria de longa duragdo (LTM) depende de diversas areas cerebrais
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como hipocampo, amigdala, cerebelo, septo, estriado e diferentes regiGes corticais
permitindo um maior tempo de armazenamento (de 6 horas até dias, meses ou anos)
(NORRIS, 2017).

No que diz respeito aos roedores, as memorias explicita e implicita sao classificadas
conforme a sua ocorréncia, podendo ser associativa ou ndo associativa. A memoria
associativa é inevitavel do ponto de vista animal. Isso ocorre porque o ambiente é organizado
de forma a permitir que certa resposta do animal seja necessaria para obter algum resultado.
Ja a memoria ndo associativa esta relacionada a promogéo de associacdes entre estimulos e
respostas ou entre dois estimulos. A partir desses estimulos, os animais aprendem a prever
eventos futuros para expressar um comportamento adequado e antecipatério (DIHEL, 2010;
CASTILLO-DIAZ et al., 2017)

Assim, enquanto as tarefas de reconhecimento de objetos e labirinto aquatico de
Morris avaliam o aprendizado associativo de reconhecimento visual e espacial,
respectivamente, a habituacdo ao campo aberto avalia a memoria ndo associativa (Figura 5).
Embora haja uma classificacdo das memorias tanto em humanos quanto em animais, ha uma

sobreposicao entre os diferentes tipos e subtipos (NEVES, 2020)

Figura 5 — Principais tarefas de avaliagdo da memoria e cognicdo em
roedores
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Fonte: NEVES, 2020.
Nota: A memoria e cogni¢do em roedores sdo divididas em memdrias
explicitas e implicitas e ambas podem ocorrer por associagdo ou
néo.
Tratando-se dos processos neurobiologicos da memaria, ndo ha total compreenséo
de como os eventos bioquimicos e potenciais elétricos interagem para a formac&o da rede de
imagens e sensacgdes, as quais experienciamos ao acessarmos a memdria. Sabe-se que o

processo de aprendizagem € iniciado no hipocampo pela estimulacdo de neurbnios
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glutamatérgicos. E que os neurotransmissores acetilcolina, noradrenalina e dopamina
participam do processo de consolidagdo da memoria, uma vez que atuam como importantes
moduladores de neurdnios glutamatérgicos (CASTILLO-DIAZ et al., 2017).

A estimulacao de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA no hipocampo induz a
entrada de sodio e célcio no neurbnio, os quais sdo adicionados ao célcio intracelular. Em
consequéncia disso, ha a ativagdo da proteinoquinase dependente de 13 Ca?*/calmodulina Il
(CaMKINI) e fosforilacdo de diversas proteinas de membrana. Além disso, o influxo de calcio
promove a ativa¢ao da proteinoquinase dependente de adenosina 1’5’ monofosfato ciclico
(cCAMP), o qual é somado aos efeitos da proteinoquinase dependente de estimulos
extracelulares (ERK). Dessa forma, as subunidades cataliticas CaMKII, cAMP e ERK
podem migrar para o nucleo e ativar fatores de transcri¢do de proteinas ligantes ao elemento
CAMP, como a proteina ligadora ao elemento cAMP (CREB), contribuindo para o inicio da
consolidacdo da memodria (IZQUIERDO., et al., 2006; NEVES, 2020).

Em nivel celular, a composicao estrutural do hipocampo permite a integracdo de
informac@es adquiridas de diversos sistemas cerebrais. Foi evidenciado que o hipocampo
anterior codifica preferencialmente informacGes de ordem superior, construindo a esséncia
da memoria, enquanto o hipocampo posterior codifica preferencialmente informacdes
espaciais e sensorio-motoras de ordem inferior, registrando os detalhes de memodria
(POPPENK et al., 2008; LISMAN et al., 2017; TANG et al., 2020).

Estudos mostram que as informacdes chegam no hipocampo pela regido do giro
denteado atraves da via perforante, atingindo posteriormente o corno de Ammon 3 (CA3)
pelas fibras mugosas (Mossy). Por sua vez, a regido CA3 conecta-se com o corno de Ammon
1 (CAL) pelos colaterais de Schaffer, os quais emitem projecdes para o subiculo (importante
via de saida hipocampal), caracterizando o fim do circuito (KESNER, 2007; SILVA, 2020;
ZHAO et al., 2006).

Embora trabalhos anteriores tenham se concentrado nas contribuicbes dos
neurotransmissores e circuitos neurais para o processo de formacdo e consolidacdo de
memoaria, um novo estudo desenvolvido por Kol et al. (2020) revelou que os astrécitos
também desempenham papéis modulatérios cruciais durante 0s processos cognitivos,
incluindo a formacgdo da memoria. Atualmente hd um amplo reconhecimento de que estas
células podem sentir e modular a atividade do circuito neural e, portanto, contribuir

crucialmente para o processamento de informacdes no cérebro.
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Isso foi explicado devido a capacidade dos astrocitos em modular seletivamente os
neurénios da regido CA1 do hipocampo que se projetam para o cOrtex cingulado anterior e
ndo outros alvos de projecdo. Ademais, 0s astrocitos sao capazes de expressar um repertorio
de receptores, transportadores e outras moléculas que permitem-lhes detectar uma infinidade
de mediadores sinapticos, citocinas, prostaglandinas, sinais relacionados a mudangas nas
concentragOes idnicas locais, pH e os estados imune e redox. Essas células possuem ainda
uma maquinaria de producdo de uma variedade de moléculas que atuam nas sinapses
incluindo o neurotransmissor glutamato, receptor NMDA, ATP e seu agente catabdlico
adenosina, agentes metabdlicos como o L-lactato e outros fatores solUveis ou de contato que
participam da formacdo, estabilizacdo e eliminacdo de conexdes sinapticas (SANTELLO;
TONI; VOLTERRA, 2019).

Adicionalmente, foi evidenciado que, em respostas a neurotransmissores, 0S
astrocitos regulam a forca das conexdes sinapticas liberando gliotransmissores nas sinapses
tripartites. Sabe-se que mudancas na forca sinaptica entre neur6nios co-ativados sdo
consideradas importantes para o processo de formacdo da memdria. Isso sugere que as
intervencdes que prejudicam a funcdo dos astrocitos podem ter impacto na memoria.
(FRANKLAND; JOSSELYN, 2020).

A modulacdo astrocitica da atividade de rede e da cognicdo sofre transformacGes
deletérias em tais estados inflamatérios. Em um modelo experimental de encefalite
autoimune de esclerose multipla, observou-se que a sinalizacdo dependente de TNF-a
produzido por astrécitos causou prejuizos cognitivos semelhantes aos observados em
humanos. Além disso, foi demonstrado que camundongos com encefalite autoimune de
esclerose multipla apresentaram aumento significativo de TNF-o. no hipocampo dorsal,
modificando a longo prazo a duracdo da neurotransmissdo excitatoria e a memoria
contextual (HABBAS et al., 2015; SANTELLO; TONI; VOLTERRA, 2019).

A ideia de que os astrdcitos integram as fungdes neuronais em niveis sinapticos e de
rede para influenciar o comportamento cognitivo é bastante consistente. Particularmente
porque essas células comportam-se de formas diferentes diante de diferentes estimulos,
caracteristica, essa, denominada neuroplasticidade. A neuroplasticidade é definida como a
capacidade do sistema nervoso de reorganizar sua estrutura, funcao e ligagdes em resposta a
estimulos extrinsecos ou intrinsecos (MOURAO JUNIOR; FARIA, 2015).

A plasticidade neuronal em roedores foi bem documentada durante as ultimas

décadas, enguanto no cérebro humano permanece em grande parte indireta, principalmente
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devido a limitagcbes metodoldgicas e restri¢des eticas. A neuroplasticidade inclui diferentes
mecanismos, entre eles a formagdo de neurdnios recém-nascidos em areas proliferativas
como o hipocampo e a participagcdo nos mecanismos de formacéo e consolidacdo da memoria
(D’AMATO; SPERANZA; VOLPICELLLI, 2020)

O BDNF é um dos fatores neurotroficos mais estudados e bem caracterizados no
SNC. Além de estar intimamente envolvido com a neuroplasticidade, estudos apontam a sua
participacdo nos processos de aquisicdo e consolidacdo da memoria. Além de estar presente
em elevadas quantidades em neurénios glutamatérgicos e astrécitos hipocampais, 0 BDNF
é essencial para a localizacdo e manejo de tarefas simples do dia a dia, como reconhecer
rostos familiares, lugares visitados e saber o caminho de volta para a casa (AMATO;
SPERANZA; VOLPICELLI, 2020; SEKERES; WINOCUR; MOSCOVITCH, 2018;
TINTORELLI et al., 2020, TROMBETTA et al., 2020).

Pang et al. (2004) sugeriram um papel para 0 BDNF na fisiopatologia de doengas
associadas ao cérebro, como a doenca de Alzheimer (DA). Foi evidenciado que os prejuizos
na sinalizacdo do BDNF contribuem substancialmente para a patogénese da DA. Em alguns
casos, os niveis de BDNF correlacionaram-se com a gravidade da doenca, apontando para
uma ligacdo patogenética entre BDNF e AD.

Vérios aprendizados dependentes do hipocampo, incluindo a extin¢do do medo, séo
acompanhados por alteracdes no mMRNA do BDNF e no processamento de proteinas,
exigindo Otimos niveis enddgenos dessa neurotrofina para formar memorias estaveis.
Estudos mostraram que a memoria de reconhecimento aumenta a liberacdo de BDNF e ativa
ERK2 na regido do giro denteado do hipocampo (BEKINSCHETEIN; CAMMAROTA;
MEDINA, 2013; CALLAGHN; KELLY, 2012).

A infusdo de anticorpos bloqueadores de funcdo anti-BDNF na regido CAl do
hipocampo, ap6s o0s treinamentos de reconhecimento de objetos e espacial, mostrou
dificultar a retencdo das memorias de reconhecimento e espacial. Entretanto, ambos 0s
treinamentos parecem aumentar fisiologicamente os niveis de BDNF nessa regido, de forma
dependente dos receptores -adrenérgicos e NNOS. Além disso, a delecédo especifica do gene
de BDNF no hipocampo parece prejudicar o reconhecimento de novos objetos, bem como o
da aprendizagem espacial no teste de labirinto aquéatico de Morris (CALLAGHN; KELLY,
2012; FURINI et al., 2010; HELDT et al., 2007).

A hipétese de que os processos inflamatorios crénicos regulam negativamente a

liberacdo de BDNF culminando em niveis reduzidos do mesmo no cérebro e no sangue e em



38

déficits cognitivos, apesar de ser relativamente nova, é bastante consistente. Prakash e
Kumar (2014) mostraram em ratos injetados com placas beta-amiléides (Af) no hipocampo,
uma diminuicdo notavel no nivel de BDNF e aumento nos niveis de TNF-a, IL-6 e caspase-
3, trés semanas apds a injecao intracerebroventricular. Essas mudancas foram associadas a
incapacidade de retengdo de memoria espacial no teste de labirinto aquatico de Morris.

Além disso, outros estudos envolvendo inflamacéo sistémica também evidenciaram
prejuizos cognitivos em animais sobreviventes a sepse. Huang et al. (2014) evidenciaram
em ratos Sprague-Dawley submetidos a cirurgia de ligacdo e perfuracdo cecal (CLP) uma
deficiéncia cognitiva na tarefa de reconhecimento de objetos, 24 horas ap6s a indugdo da
sepse. Além disso, foi relatado em ratos sobreviventes a sepse um aumento substancial de
TNF-a no liquido cefalorraquidiano e de apoptose de neurdnios hipocampais.

Moraes et al. (2014) mostraram, em camundongos sobreviventes a sepse induzida
por CLP, um comprometimento da memoria de longa duragdo no teste de reconhecimento
de objetos, bem como uma reducéo da sinalizacéo sinaptica e excitatéria no hipocampo nove
dias apds a cirurgia. Esses achados foram correlacionados ao envolvimento da ativacdo das
células gliais pela inflamacdo sistémica, pois foi evidenciado a elevacdo de 85% da
imunorreatividade de GFAP e o aumento de 80% da estrutura morfoldgica microglial no
hipocampo dos animais.

Como mencionado, as citocinas inflamatorias e os fatores oxidantes encontram-se
super-expressos durante a sepse, 0 que culmina na reducdo da expressdo de BDNF,
plasticidade e senescéncia neuronal em estruturas cerebrais relacionadas a cognicdo. Neste
sentido, parece crucial a investigacdo de compostos bioativos capazes de modular diferentes
vias de sinalizagéo para desempenhar a fun¢ao neuroprotetora diante da sepse (GIACOBBO
etal., 2019; LEAL; BRAMHAM; DUARTE, 2017).

1.4 CURCUMINA

Como mencionado nos capitulos acima, a inflamacé&o e o estresse oxidativo podem
estar subjacentes a alguns aspectos neurodegenerativos. Até o momento, a maioria dos
tratamentos disponiveis para esse fim tratam apenas 0s sintomas cognitivos advindos da
morte neuronal. Muitas pesquisas tém sido destinadas a reduzir os efeitos inflamatérios e

oxidativos da neurodegeneracdo, a fim de retardar o inicio da deméncia. Por isso, compostos
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anti-inflamatorios e antioxidantes potencialmente acessiveis ao cérebro podem fornecer os
meios para implementar essa estratégia terapéutica de adiar o aparecimento de prejuizos da
memoria e cognicdo, atuando como agentes neuroprotetores (CHO et al., 2020; DAI et al.,
2016; MAZZANTI; GIACOMO, 2016; SERAFINI et al., 2017; XU et al., 2018).

Por definigdo, a neuroprotecdo é um efeito que pode culminar em recuperagao ou
regeneracdo do SNC incluindo as suas células, estruturas e funcdo. Embora existam diversas
linhas de evidéncia apoiando a hipdtese de que a neuroprotecdo possa ser um alvo
farmacoldgico viavel e pratico, poucos compostos eficazes e seguros foram descobertos e/ou
desenvolvidos para tal aplicacdo clinica (SCAPAGNINI, 2011).

Diante disso, os suplementos dietéticos, nutracéuticos e alimentos funcionais
ganharam popularidade mundialmente significativa nas ultimas décadas, devido ao aumento
do interesse em produtos naturais e seus potenciais alvos terapéuticos, incluindo o
neuroprotetor. Considerado um alimento funcional, ou seja, com propriedades que véao além
do seu valor nutricional, a propriedade neuroprotetora da Curcuma longa (Agafréo da Terra)
tem sido amplamente investigada (REIS, 2018; KHOTA; LUTHRIA, 2019).

O Acafrdo da Terra, popularmente conhecido como cdrcuma ou curcumina, € uma
planta rizomatosa pertencente a familia do gengibre (Zingiberaceae) encontrada em regifes
chuvosas e quentes de paises como: Indonésia, india, China, Jamaica, Peru e Brasil. A
curcumina [1,7-bis(4-hid roxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5,diona] é o principal
composto fendlico natural e ndo toxico presente no rizoma da raiz do Acafrdo da Terra
(Figura 6), pois é o local onde contém a maior concentracdo de substancias responsaveis
pelo seus potenciais anti-inflamatério, anti-oxidante, anti-apoptético, neuroprotetor,
anticancerigeno, cardioprotetor, hepatoprotetor entre outros (Figura 6) (AGGARWAL et al.,
2003; JAYAPRAKASHA et al., 2002; KARIMI et al., 2019; LERI et al., 2020; ZHANG et
al., 2014b).
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Figura 6 — Carcuma longa

HO OH

Fonte: Adaptado de REIS, 2018.

Nota: Em A, a planta Carcuma longa com flor. Em B, a raiz cortada. Em C, a raiz
moida em forma de p6. Em D, a representacdo da estrutura quimica da
curcumina.

Embora os potenciais terapéuticos da curcumina sejam amplos, esse composto possui
uma baixa biodisponibilidade (com tempo de meia-vida curto no trato gastrointestinal) e
perfil farmacocinético pobre. Por isso, sdo necessarios varios dias de administracao via oral
para avaliar o efeito desejado. A sua degradacdo ocorre por meio de duas vias: solvolise e
fotodegradacgdo. A solvolise envolve a substituicdao ou eliminacdo nucleofilica por moléculas
de solvente na parte cetona o,p-insaturada da curcumina. Em tampéo alcalino aquoso, a
solvolise da cadeia de heptadienona resulta em 90% da sua degradacdo, formando vanilina,
acido ferulico, aldeido feralico e outros produtos. Ja a fotodegradacdo foi sugerida apds a
observacdo da rapida remoc¢do de manchas de cldrcuma quando expostas a luz solar. A
degradacdo fotoquimica desse composto ocorre na sua forma sélida e solubilizada em
aldeido ferdlico, vanilina e nos acidos ferulico e vanilico (KOTHA; LUTHRIA, 2019).

O metabolismo da curcumina ocorre principalmente por reducgdo e conjugagdo. A
reducdo da curcumina ocorre principalmente atraves das ligacdes duplas da cadeia de
heptadienona para formar di-, tetra- e octa-hidrocurcumina, a qual é facilitada pelas enzimas

redutase dependente de NadpH, alcool desidrogenase e microssomal (ainda nao
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identificada). Ja a conjugacdo acontece principalmente no oxigénio fendlico da curcumina
por meio de reagGes enziméticas de glucuronidagcdo e/ou sulfonacdo, sendo essas as
principais vias metabolicas do organismo. A conjugacéo por glucuronidagéo ocorre por meio
da reacdo de catdlise mediada pela UDP-glucuronosiltransferase, enquanto a sulfonacéo
ocorre pela catalise das isoenzimas de fenol sulfotransferase humana SULT1A1 e SULT1A3
(KOTHA; LUTHRIA, 2019).

A curcumina possui a capacidade de modular mdltiplos alvos bioldgicos e
demonstrou exibir atividade pleiotropica contra diversas doengas, incluindo a sepse e danos
cognitivos. Um estudo epidemioldgico realizado por Chandra et al. (2001) sugeriu que a
curcumina, um dos compostos nutricionais e medicinais mais prevalentes utilizados pela
populacdo indiana, é responsavel pela incidéncia significativamente menor de Doenca de
Alzheimer (DA) na india em comparago com os Estados Unidos da América. Consistente
com esses dados, Cole et al. (2007) demonstraram, em um modelo de camundongo
transgénico para DA (Tg2576) tratado com curcumina durante 6 meses consecutivos, a
supressdo dos indices de inflamag&o, oxidagdo e dos déficits cognitivos induzidos por AP
(SCAPAGNINI et al., 2011).

Baghbaderani et al. (2020) mostraram, em ratos submetidos a cirurgia de ligadura do
ducto biliar (BDL), um prejuizo significativo das memdrias espacial e de referéncia, em
relagdo ao grupo Sham no teste de labirinto aquatico de Morris. Porém, ao submeter os
animais BDL ao tratamento intraperitoneal com curcumina (40 mg/kg) durante 4 semanas,
observou-se a melhora de ambas as memorias testadas. Além disso, o tratamento com
curcumina foi capaz de aumentar a expressdo do gene Bcl-xL (responsavel por aumentar a
senescéncia celular), dos genes la do receptor y ativado por proliferagdo de peroxissoma
(PGC-1a) e fator de transcrigdo mitocondrial A (TFAM) (envolvidos na funcéo
mitocondrial), bem como diminuir o nivel de expressao do gene pré-apoptoético Bcl-2 no
hipocampo de ratos BDL.

Khan et al. (2019) exploraram em ratos Wistar machos o efeito neuroprotetor do
tratamento intraperitoneal (i.p) crénico com curcumina (300 mg/kg) sobre a inflamacgéo
cronica induzida por LPS (250 ug/kg, i.p). Nesse estudo, notou-se a prevencdo do estresse
oxidativo acompanhado da melhora da memoria espacial nos labirintos aquatico de Morris
eem Y. Os achados foram correlacionados a capacidade da curcumina em prevenir os efeitos
neurodegenerativos causados pelo desafio imunoldgico com LPS, uma vez que a via de

sinalizacdo JNK/NFKB apresentou-se regulada, levando a diminuicdo dos niveis de ROS,
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peroxidacdo lipidica e da morte de neurénios hipocampais quando comparado ao grupo
controle.

Bassani et al. (2017) demonstraram em um modelo de DA, cujos ratos receberam o
tratamento crénico por gavagem (v.0) com curcumina (50 ou 100 mg/kg), uma melhora
significativa da memoria de reconhecimento no teste de reconhecimento de objetos.
Corroborando esse estudo, Sundaram et al. (2017) também evidenciaram uma melhora do
prejuizo cognitivo no teste de reconhecimento de objetos em camundongos transgénicos para
DA tratados por gavagem (p.o) com curcumina (40 mg/kg) por 12 semanas. Segundo 0s
autores, a melhora da memoria de reconhecimento estd possivelmente correlacionada a
reducdo da inflamagdo e da progressdo dos depositos de placas B-amildide e p-tau em
animais tratados com esse composto quando comparada ao grupo controle.

Vachharajani et al. (2010) evidenciaram uma intensa disfuncdo da BHE em animais
sobreviventes a sepse induzida por CLP, em relacdo ao grupo Sham. Contudo, ao pré-tratar
o0s animais CLP com curcumina (10 mg/kg, p.0) durante 2 dias consecutivos, observou-se
uma prevencdo do extravasamento da BHE. Segundo os autores, a prevencao da disfuncao
da BHE pode estar relacionada ao aumento da expressao de p-selectina em diferentes leitos
vasculares e a diminuicdo da adesdo leucocitaria e plaquetaria na microcirculagdo cerebral,
0 que pode ter reduzido a intensidade do estresse inflamatdrio e oxidativo durante a sepse.

Complementarmente, Akinyemi et al. (2018) demonstraram a participacdo da
curcumina no sistema colinérgico em ratos submetidos ao tratamento com cadmio. Foi
observado um aumento significativo dos niveis de expressdo de mRNA da enzima
acetilcolinesterase (AChE) e da sua atividade no cortex cerebral em resposta ao tratamento
com cadmio. No entanto, o co-tratamento por gavagem com curcumina nas doses de 25 ou
50 mg/kg foi capaz de inibir o aumento da atividade da AChE e da expressdo do seu mRNA,
guando comparado ao grupo controle.

Frente ao exposto, é possivel sugerir que a curcumina pode ser um potencial agente
terapéutico para prevenir 0s prejuizos cognitivos oriundos da sepse, uma vez que este
composto é capaz de combater os efeitos inflamatorios e oxidativos. Por isso, 0 nosso
trabalho faz-se importante, pois ndo ha na literatura dados consistentes que abordam
conjuntamente a acdo da curcumina sobre os déficits cognitivos junto aos danos oxidativos
em animais sobreviventes a sepse. Tomando em conjunto todos os modelos de estudo

demonstrados, hipotetizamos que o tratamento crénico com curcumina atenuara os deficits



43

cognitivos e o estresse oxidativo induzidos pela inflamacéo sistémica em modelo de animais

sobreviventes a sepse induzida por ligagéo e perfuracdo cecal.
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2 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho seguem descritos abaixo.

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito do tratamento com curcumina sobre os déficits cognitivos e

neurodegenerativos em ratos sobreviventes a sepse.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)
b)

d)

Simular a sepse pela cirurgia de ligacao e perfuracéo cecal;

Investigar em animais sobreviventes a sepse induzida por ligacéo e perfuracao cecal,
apos 10, 20 e 30 dias, alteracbes comportamentais nos testes de campo aberto,
reconhecimento de objetos e labirinto aquéatico de Morris.

Avaliar o efeito do tratamento com curcumina (50 mg/kg, p.0) em animais
sobreviventes a sepse e expostos, apos 10 dias, aos testes comportamentais de campo
aberto, reconhecimento de objetos e labirinto aquatico de Morris;

Avaliar o efeito do tratamento com curcumina (50 mg/kg, p.0) em animais
sobreviventes a sepse, apos 10 dias, sobre os parametros oxidantes nitrosilacdo
proteica (NO), TBARS e fluorescéncia de lucigenina (ROS);

Avaliar o efeito do tratamento com curcumina (50 mg/kg, p.0) em animais
sobreviventes a sepse, apos 10 dias, sobre os parametros antioxidantes Trap, GSH
(total e livre) e GSSG.
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3 METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos adultos machos (6 semanas) da linhagem Wistar, pesando
entre 200 e 300g, provenientes do Biotério da Universidade Federal de Alfenas-MG. Os
animais tiveram livre acesso a agua e alimento (racdo peletizada normoproteica) e foram
mantidos a temperatura de 23 + 2° C, em fotoperiodo definido de 12 horas, com as luzes
acesas as 7h. Todos os procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa

com Animais da Universidade Federal de Alfenas.

3.2 SUBSTANCIAS

a) Quetamina e Xilazina (Distribuidora de Produtos Farmacéuticos Valle Med Ltda)
administradas em conjunto via intraperitoneal (i.p);

b) Pentabittico (Ford Dodge Saude Animal LTDA) administrado via intramuscular
(i.m);

¢) Tramadol (Distribuidora de Produtos Farmacéuticos Valle Med Ltda) administrado
via subcutanea (s.c) durante 2 dias consecutivos;

d) Solucdo fisiologica 0,9% (Isofarma) administrada intraperitonealmente;

e) Alcool 70% e Clorexidina 0,2% (Isofarma) utilizados para assepsia;

f) Curcumina (Sigma, Brasil) suspensa em carboximetilcelulose 0,5% e administrada

por gavagem durante 7 dias consecutivos.

3.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Descreveremos a seguir os protocolos experimentais utilizados em nosso estudo.

3.3.1 Inducdo da sepse pela cirurgia de ligacao e perfuracéao cecal

Para induzir a sepse por CLP, os animais foram inicialmente analgesiados com

tramadol (12,5 mg/kg, s.c). Ap6s um periodo de 5 a 10 minutos, os mesmos foram
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anestesiados intraperitonealmente com quetamina (80 mg/kg) e xilazina (30 mg/kg)
(administradas conjuntamente). Apos total sedacdo, os animais foram submetidos a
simulacdo ou inducdo da sepse por ligacao e perfuracdo cecal. Imediatamente apds o término
da cirurgia, os animais receberam as doses de solucao fisiologica 0,9% (50 mg/kg, i.p) e
pentabiotico (0,01 ml/100g, i.m). Além disso, 24 horas apds a cirurgia, uma nova dose de

tramadol (20 mg/kg, s.c) foi administrada. (Figura 7).

Figura 7 — Inducdo da sepse pela cirurgia de ligacdo e perfuracdo cecal

Sham ou CLP
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Fonte: Autora.

3.3.2 Primeira Etapa - Avaliacéo temporal do efeito da sepse sobre 0 comportamento

cognitivo em animais sobreviventes a sepse

A primeira etapa do presente estudo objetivou determinar o dia do tratamento com
curcumina mais conveniente para investigar o seu efeito sobre as possiveis alteracdes
cognitivas induzidas pela sepse. Inicialmente, dividimos aleatoriamente os animais Sham
(controle) e CLP (sépticos) em trés grupos distintos: 10, 20 ou 30 dias apés a inducdo da
sepse pela cirurgia de ligacdo e perfuragdo cecal. Posteriormente, elaboramos uma curva

temporal submetendo-os aos testes comportamentais de campo aberto, reconhecimento de
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objetos e labirinto aquatico de Morris. Cabe ressaltar que utilizamos 0s mesmos animais para

0s testes de campo aberto e reconhecimento de objetos (Figura 8).

Figura 8 - Efeito temporal da sepse (10, 20 e 30 dias) sobre o desempenho comportamental nos
testes de campo aberto, reconhecimento de objetos e labirinto aquatico de Morris em
animais Sham e CLP
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Fonte: Autora.

Dessa forma, foram compostos 6 grupos experimentais como descritos no Tabela 1.

Tabela 1 — Grupos experimentais (animais Sham e CLP) 10, 20 ou 30 dias ap06s a cirurgia de ligacdo
e perfuracdo cecal

Grupos Dias ap6s NUmero de animais
aCLP por grupo
Sham 10 10
CLP 10 10
Sham 20 10
CLP 20 10
Sham 30 10
CLP 30 10

Fonte: Autora.
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3.3.3 Segunda etapa: Avaliacdo do efeito do tratamento com curcumina sobre as
alteracgdes cognitivas e 0 estresse oxidativo em animais submetidos a cirurgia de

ligacdo e perfuracéo cecal

A segunda etapa do presente trabalho objetivou investigar o efeito do tratamento com
curcumina sobre os déficits cognitivos e o estresse oxidativo induzidos pela sepse. Para isso,
avaliamos os resultados obtidos na curva temporal realizada anteriormente e determinamos
0 10° dia apos a inducao da sepse pela cirurgia de ligacéo e perfuracdo cecal como o dia mais
apropriado para avaliar os efeitos do tratamento com curcumina. Dessa forma, foram

compostos quatro grupos experimentais como descritos na Tabela 2.

Tabela 2 — Grupos experimentais (tratamento com curcumina / Sham ou CLP) 10 dias apés a inducdo da
sepse por ligacdo e perfuracéo cecal

Grupos Tratamento Numero de animais
por grupo
Sham Veiculo (1 mi/kg) 10
CLP Veiculo (1 ml/kg) 10
Sham Curcumina (50 mg/kg) 10
CLP Curcumina (50 mg/kg) 10

Fonte: Autora.

3.3.3.1  Avaliacdo do efeito do tratamento com curcumina sobre o comportamento
cognitivo em animais sobreviventes a sepse induzida por ligacdo e perfuracao

cecal

Os animais Sham e CLP receberam veiculo (1 ml/kg) ou curcumina (50 mg/kg) por
gavagem, por um periodo de 7 dias consecutivos a partir do quarto dia ap6s a indugdo da
sepse por ligacdo e perfuracdo cecal, as 07h30. Uma hora ap6s o ultimo dia de tratamento
(08h30), ou seja, 10 dias apos o procedimento cirurgico, os animais foram submetidos aos
testes comportamentais de campo aberto, reconhecimento de objetos e labirinto aquatico de
Morris. Cabe ressaltar que utilizamos 0s mesmos animais para os testes de campo aberto e
reconhecimento de objetos (Figura 9) (REIS et al., 2022).
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Figura 9 - Efeito do tratamento com curcumina sobre o desempenho comportamental nos testes
de campo aberto, reconhecimento de objetos e labirinto aquatico de Morris em
animais Sham e CLP
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Fonte: Autora.

3.3.3.2  Avaliacdo do efeito do tratamento com curcumina sobre o estresse oxidativo em

animais sobreviventes a sepse induzida por ligacéo e perfuracdo cecal

Imediatamente apds o término dos testes comportamentais de campo aberto e
reconhecimento de objetos, os animais Sham e CLP tratados através de gavagem durante 7
dias consecutivos com veiculo (1ml/Kg) ou curcumina (50mg/Kg), foram sacrificados e os
hipocampos direito e esquerdo foram dissecados e armazenados em eppendorfs. Os
hipocampos foram posteriormente destinados a avaliacdo do estresse oxidativo pelas
técnicas fluorescéncia relativa de lucigenina (nivel de ROS) e captura de residuos S-
nitrosotidis (SNO-RAC), a qual permitiu-nos investigar a porcentagem de nitrosilacdo
proteica (NO). Também foi avaliada a capacidade antioxidante total de retengdo de radicais
(trap), TBARS (metabolito produzido durante a oxidacdo de &cidos graxos), GSH
(glutationa) total e livre, GSSG (glutationa oxidase) (Figura 10).
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Figura 10 - Efeito do tratamento com curcumina sobre o estresse oxidativo em animais Sham e CLP
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Fonte: Autora.

3.4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

A seguir, descreveremos 0s procedimentos experimentais utilizados no presente

estudo.

3.4.1 Inducdo da sepse pela cirurgia de ligacéo e perfuracéo cecal

Inicialmente, os animais foram analgesiados via subcutanea com tramadol (12,5
mg/kg) e, apods um intervalo de 5 minutos, anestesiados intraperitonealmente com quetamina
(80 mg/kg) e xilazina (30 mg/kg) (administradas conjuntamente). Ap6s a sedacao total do
animal, foi realizada a tricotomizacdo e assepsia da regido inferior do abdémen com alcool
70% e clorexidina 0,2%. A fim de minimizar a contaminac&o, os materiais cirurgicos foram
esterilizados no intervalo entre cada animal com alcool 70% e por um esterilizador de
alicates durante um periodo minimo de 15 minutos (OLIVERE et al., 2018).

O acesso ao intestino adjacente e ao ceco foi realizado através de uma laparotomia
mediana de aproximadamente 1,5 cm. Em seguida, o ceco foi exposto e ligado com uma
sutura de seda (3,0 cm) na sua base (abaixo da valvula ileocecal), onde foi perfurado duas
vezes com uma agulha calibre 18G. O ceco exposto foi pressionado delicadamente para
extrudar uma pequena quantidade de fezes através da perfuragdo. Posteriormente, 0 mesmo
foi devolvido a cavidade abdominal, e a laparotomia foi fechada em quatro pontos com
sutura de fio de seda (4,0 cm). Os animais do grupo controle (Sham) tiveram o ceco
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exteriorizado e retornado ao abdémen e a cavidade abdominal suturada conforme
mencionado (Figura 11) (OLIVERE et al., 2018).

Figura 11- Modelo experimental de sepse: CLP
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Fonte: Adaptado de BURAS; HOLZMANN; SITKOVSKY, 2005.

Nota: A figura 11 demonstra o procedimento da técnica de ligadura e perfuraco cecal. O ceco é exposto
por laparotomia e em seguida o mesentério é cortado (A). Para que haja uma quantidade
consideravel de conteudo cecal a ser extrudado, 0 mesmo é empurrado em dire¢do a por¢éo final
do ceco. Uma haste flexivel é posicionada abaixo do ceco, a fim de auxiliar na sua ligadura parcial
(B). A regido inferior do ceco € perfurada duas vezes (C), em por¢Ges menos vascularizadas, para
evitar hemorragia. O ceco é entdo espremido delicadamente para extrudar o contelido cecal e
devolvido & cavidade abdominal. Para finalizar, a musculatura e a pele sdo suturadas. E
recomendado deixar uma porcdo adicional de linha de sutura para que o animal possa roer,
impedindo o rompimento dos pontos antes da cicatrizacdo completa.

Imediatamente ap6s o término da cirurgia, todos os animais receberam, em dose
Unica, solucéo fisiologica (NaCl) 0,9% (50 ml/kg, i.p) e pentabidtico (0,01 ml/100g, v.m).
Vinte e quatro horas ap6s a cirurgia, os animais foram novamente analgesiados com
tramadol (12,5 mg/kg, v.s). Os animais foram alocados individualmente em caixas de
acrilico de formato retangular (30 cm x 19,5 cm x 12 cm), onde permaneceram por no
minimo 10 dias, permitindo a sua recuperacdo total. Para minimizar a variabilidade entre
diferentes experimentos, o procedimento cirargico foi realizado pelo mesmo pesquisador
(CANNON et al., 2010; OLIVERE et al., 2018; RITTIRSCH et al., 2009; TURNBULL et
al., 2003).
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3.4.2 Tratamento com curcumina

A curcumina apresentada na forma de po foi suspensa em carboximetilcelulose 0,5%
e aplicada na dose de 50 mg/kg (SORRENT], et al., 2018; REIS, 2018). Apds a suspensdo
do composto, foi administrado aos animais Sham e CLP: veiculo (1 ml/kg) ou curcumina

(50 mg/kg) por gavagem, por um periodo de 7 dias consecutivos, as 07h30.

3.4.3 Coleta e processamento do tecido cerebral

Os animais foram analgesiados subcutaneamente com tramadol (12 mg/kg) e, apos
um intervalo de 5 minutos, os mesmos foram decapitados, e 0s encéfalos coletados. Os
hipocampos foram dissecados sobre o gelo, em uma temperatura de 4 °C. Imediatamente
apos a disseccdo, as estruturas foram congeladas individualmente em nitrogénio liquido e

armazenadas em um freezer a -80 °C, até 0 momento da utilizacao.

3.4.4 Avaliacéo de nitrosilacéo proteica total

A técnica de captura de S-nitrosotiois, baseia-se na capatura de residuos S-
nitrosilados (RS-NO) através da resina tiopropil cefarose. O homogenato (amostra) que
possui ou ndo proteinas S-nitrosiladas, sofreu o processo de desnaturacdo e bloqueio dos
tiois livres por SDS e metilmetanotiosulfonato (MMTS) durante 2h, seguido de trés ciclos
de remoc¢do do MMTS excedente por precipitacdo com acetona 70%.

Posteriormente, 0 homogenato (amostra) foi incubado com a resina e acido ascorbico
(AA) e tiopropil cefarose por 12h a temperatura ambiente. Ao término, a amostra foi
centrifugada a 1000g por 1 minuto. O sobrenadante foi novamente descartado e o pellet foi
lavado com 1ml de tampdo HENS por 4x e posteriormente com HEN/10 SDS por mais 5x.

Apbs a Gltima lavagem, o sobrenadante foi retirado e adicionado junto a ele o tampéo
de eluicdo (HEN/10 SDS + 2% de beta-mercaptoetanol), o qual ficou sobre agitacdo por um
periodo de 1lh a temperatura ambiente. Em seguida, o homogenato foi novamente
centrifugado e o sobrenadante transferido para um eppendorf contendo tampao Laemmli.
Dessa forma, obtemos dois eppendorfs para cada amostra. Um contendo proteina total antes

da captura com resina (input) e um contendo apenas proteinas nitrosiladas (output). O output
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foi posteriormente utilizado para avaliar as porcentagens de proteinas nitrosiladas
comparado com o total de proteinas (input).

3.45 Ensaio do Acido Tiobarbittrico

O ensaio das espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), permite avaliar a
reacdo do TBARS com o malondialdeido e outros produtos secundarios da peroxidacao
lipidica. Foi elaborada uma curva padrdo (controle) para diluicdo em série a partir de um
buffer contendo: acido acético glacial, dodecil sulfato de sédio (SDS) 8,1%, acido
tiobarbiturico (TBA) 0,6%, malondialdeido (MDA) 0,03mM e agua. Em seguida, as
amostras hipocampais foram homogeneizadas em tampdo HCL 10mM pH 7,4 e deixadas em
banho maria a 97°C por 1h. Posteriormente, todas as amostras (curva padrdo e hipocampais)
foram centrifugadas por 10 minutos em 3500 rpm e lidas com o comprimento de onda em
532 nm.

3.4.6 Fluorescéncia Relativa de Lucigenina

A técnica de fluorescéncia relativa de lucigenina, € utilizada para detectar a producéao
de superdxido através de fontes enzimaticas. Apos remover as amostras do freezer -80°C,
transferimos individualmente as amostras para uma placa de petri e cortamos uma pequena
fracdo com o auxilio de um bisturi. Em seguida, armazenamos imediatamente o restante da
amostra no gelo seco e a fracao retirada foi transferida para um homogeneizador de vidro
contendo 150uL de tampao fosfato pH 7,4.

Apds total homogeneizacdo, o homogenato (amostra) foi transferido para um
eppendorf e agitado com auxilio de um vortex por aproximadamente 5 segundos. Em
seguida, transferimos 50uL do mesmo para os pogos de uma placa branca de 96 pogos
DYNEX. A lucigenina foi preparada em um tubo Falcon de 15ml envolto em papel aluminio
contendo 175 pL de tampao fosfato pH 7,4 e 1,25uL de lucigenina na concentracdo de 10
3M para cada amostra. A seguir, colocamos o tampéo fosfato mais a lucigenina no poco (ja
contendo a amostra), a placa foi imediatamente coberta com papel aluminio e levada ao
equipamento para leitura Synergy H1 Hybrid Reader. Apos a leitura basal (somente
lucigenina + amostra), pipetamos 25 de NADPH em cada pogo e colocamos a placa
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novamente no equipamento para posterior leitura. Os resultados foram expressos como

RLU/ug de proteina.

3.4.7 Capacidade antioxidante total de retencdo de radicais

O uso do trap foi recentemente proposto para explorar a propriedade antioxidante de
uma amostra. Sendo assim, esse ensaio permite medir o estresse oxidativo nos animais. O
trap foi realizado conforme o método descrito por Eva Feldman, 2019.

Em uma placa de fundo branco, foi construida uma curva padréo (controle) a partir
de um buffer para diluicdo em série contendo PB 100mM pH 8,6, ABAP 200 mM e luminol
5mM. A amostra hipocampal foi colocada nos demais poc¢os junto ao PB 100mM pH 8,6,

ABAP 200 mM e luminol 5Mm e em seguida lida a cada 30 segundos durante 20 minutos.

3.48 GSH e GSSH

Para determinar a atividade da GSH e GSSH, foi realizada uma curva padrao (controle)
a partir de um buffer contendo: &gua (branco), GSH, padrdo, TFK 1M e DTNB 10mM. O
hipocampo foi diluido com TCA 10% na proporcao de 1:1. Em seguida o homogenato foi
homogeneizado e centrifugado por 10 minutos a 4000 rpm e o sobrenadante (amostra)
retirado.A amostra foi adicionada ao padrdo e aos reagentes TFK 1M e DTNB 10mM e lida

imediatamente com o comprimento de onda em 412 nm.

3.5 TESTES COMPORTAMENTAIS

A seguir, serdo descritos os testes comportamentais que foram realizados neste estudo.

3.5.1 Campo Aberto

A avaliacdo deste teste nos permite verificar a atividade locomotora em roedores. Os
animais foram colocados individualmente no centro de uma arena quadrada de acrilico, de
fundo preto, com 60 cm de largura e paredes com 20 cm de altura e filmados por um periodo
de 20 minutos para posterior andlise. Entre cada teste, o aparato foi limpo com solugéo de

etanol a 5%, e a anélise foi realizada automaticamente pelo software Ethovision® XT versédo
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9.0 (Noldus Information Tecnology, Leesburg, VA, EUA) (WILCONSON et al., 2007;
TOYAMA, 2012).

Figura 12 — Aparato referente ao teste de Campo Aberto

Fonte: Autora.

Nota: A figura 12 representa o aparato de acrilico
quadrado utilizado no teste de Campo
Aberto.

3.5.2 Reconhecimento de Objetos

O teste de reconhecimento de objetos permite-nos avaliar a memdria de
reconhecimento de curto e longo prazo em roedores. Os animais foram habituados
individualmente a uma arena quadrada de acrilico de fundo preto (60 cm de largura e 20 cm
de altura) previamente limpa com solucéo de etanol a 5%, por dois dias consecutivos durante
20 e 10 minutos, respectivamente. No dia do teste, foram apresentados aos animais dois
objetos de formas idénticas (A e B), e a exploracdo aos mesmos foi aguardada por 10
minutos.

A memoria de reconhecimento de curta duracao foi verificada ap6s 2 horas, quando
apresentamos ao animal um dos objetos do treino (A ou B) e um novo objeto de forma
diferente (C). Ja a memoria de reconhecimento de longa duracdo foi verificada 24 horas apds
o0 teste de memdria de curta duragdo, quando apresentamos ao animal um dos objetos do
treino (A ou B) e outro novo objeto de forma diferente (D) (Figura 15) (HABA et al., 2012;
SIOPI et al., 2012).
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Figura 13 — Aparato referente ao teste de Reconhecimento de Objetos
) T

Fonte: Autora.

Nota: A figura 13 representa o aparato de acrilico quadrado utilizado no teste de
reconhecimento de objetos. Em A, temos os objetos A e B, ambos em formato de
esfera, utilizados antes da avaliacdo das memdrias de curta e longa duracdo. Em B, é
representado o aparato adaptado para a avaliagdo da memdria de curta duracdo, onde
temos os objetos familiar (A), em formato de esfera, e novo (C), em formato de cubo.
Em C, é representado o aparato adaptado para a avaliacdo da memdria de longa
duracéo, onde temos os objetos familiar (A), em formato de esfera, e novo (D), em
formato de piramide.

A avaliacdo das memdrias de reconhecimento de curta e longa duracdo foram
realizadas por meio da filmagem dos animais durante 10 minutos, cujos os parametros de
avaliacdo considerados foram o tempo de exploracdo de cada um dos objetos e o indice de

reconhecimento (IR). O IR foi calculado conforme as equacdes a seguir:

TEC — TEA s . ~
IR = ———— para memoria de curta duracéao

TEC + TEA

TED — TEA - ~
IR = ———— para memoria de longa duracéo

TED + TEA

Onde:
TEA: tempo de exploracdo do objeto A
TEC: tempo de exploragdo do objeto C

TED: tempo de exploragdo do objeto D

O IR também foi calculado pelas equacdes abaixo, cujo os dados estdo apresentados

nos Anexos 1 e 2.
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TEA ;- ~
IR = ——— para memoria de curta duragéo
TED s - ~
IR = ————— para memoria de longa duracgéo
TEA + TED

Onde:
TEA: tempo de exploracdo do objeto A
TEC: tempo de exploracéo do objeto C

TED: tempo de exploracéo do objeto D

3.5.3 Labirinto Aquético de Morris

O teste do labirinto aquético de Morris permite-nos avaliar a aquisi¢do de memoria
e cognicgdo espacial. Foi utilizado um tanque circular azul (90 cm de didmetro e 50 cm de
altura) e uma plataforma de acrilico transparente (35 cm de altura), com uma base superior
circular (13 cm de didmetro). O tanque foi preenchido com &gua até que a plataforma se
encontrasse submersa 2 centimetros abaixo da linha d’agua. Para a completa invisibilizagdo
da mesma, foram utilizados 2 gramas de corante alimenticio azul e 200 gramas de amido de
milho, de maneira que a agua adquirisse a mesma coloracdo do tanque. Inicialmente, o
animal passou por uma etapa de treinamento durante 5 dias consecutivos. O treinamento
consistiu em quatro ensaios diarios, com tempo maximo de 120 segundos cada e intervalo
de 60 segundos entre um ensaio e outro. Quando o tempo méaximo do ensaio foi atingido
sem que o animal encontre a plataforma, o mesmo foi guiado até ela. O tempo de
permanéncia do animal na plataforma foi estipulado em 15 segundos. Nessa etapa, em cada
ensaio foi registrado o tempo (segundos) de laténcia despendido pelos animais para alcancar
a plataforma.

O dia do teste foi conduzido 24 horas apds o Gltimo treino e consistiu em um Unico
ensaio com duracdo de 120 segundos sem a presenca da plataforma no tanque. As analises

dos paréametros laténcia para alcancar o quadrante alvo (local onde se encontrava a
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plataforma), tempo de permanéncia no quadrante alvo, distancia percorrida e velocidade
foram realizadas automaticamente pelo software Ethovision® XT versdo 9.0 (Noldus
Information Tecnology, Leesburg, VA, EUA) (Figura 16) (BATINIC et al., 2016; NUNES
etal., 2018).

Figura 14 - Aparato referente ao teste Labirinto aquatico de Morris

Fonte: Autora.

Nota: A figura 14 representa o aparato utilizado no teste de labirinto aquético de
Morris. Em A, é representado o tanque em formato circular, preenchido com
agua, contendo a plataforma de acrilico submersa (C). Em B, é representado o
tanque preenchido com &gua contendo corante alimenticio da cor azul e amido
de milho, necessarios para tornar a agua turva e, consequentemente, para
dificultar a visualizagdo da plataforma. Em C, é representada a plataforma de
acrilico utilizada durante os treinos.

3.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram analisados utilizando o programa do software GraphPad versdo 8.0
e expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Na primeira etapa do presente
estudo, a comparacédo entre os grupos Sham e CLP, quanto aos parametros analisados nos
testes comportamentais de reconhecimento de objetos e labirinto aquatico de Morris, foi
realizada por meio da analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida do pos-teste t-
Student. A ANOVA de duas vias seguida do pds-teste de Tukey foi utilizada para comparar
os dados entre os grupos Sham e CLP quanto aos parametros comportamentais do teste de
campo aberto e tempo de laténcia para chegar a plataforma durante os treinos, no teste de
labirinto aquatico de Morris.

Na segunda etapa deste trabalho, a ANOVA de duas vias seguida pelo pos-teste de
Tukey foi utilizada para comparar o efeito dos tratamentos (veiculo ou curcumina, v.o) sobre

todos parametros analisados nos testes comportamentais j& mencionados, além do nivel
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hipocampal de nitrosilagéo proteica, TBARS, trap, GSH e GSSG e de fluorescéncia relativa
de lucigenina em animais submetidos a simulacdo ou inducdo da sepse pela cirurgia de
ligacdo e perfuracdo cecal. O nivel de significancia em ambas as etapas foi baseado em
valores de p inferiores a 0,05 (p < 0,05).

Além disso, comparagdes estatisticas foram conduzidas usando ANOVA unilateral
ou bidirecional quando p < 0,05 foi considerado estatisticamente negativo. Dessa forma,
determinamos o tamanho do efeito (ES) a partir do teste de ANOVA de uma via, por meio
do valor de d-Cohen (d), e para ANOVA de duas vias, por meio do valor 6mega quadrado
(0?). A interpretacdo do ES para o teste de d-Cohen foi: < 0,19 ausente, > 0,20 pequeno, >
0,50 médio, > 0,80 grande e > 1,20 muito grande. Ja para »?, a interpretacio para o ES foi:
< 0,01 ausente, > 0,02 pequeno efeito, > 0,06 efeito moderado, > 0,14 grande efeito e >

1,15 muito grande.
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIAQAO DA TAXA DE SOBREVIVENCIA EM ANIMAIS SHAM E CLP
4.1.1 Taxa de sobrevivéncia

A seguir, a Figura 15 mostra a taxa de sobrevivéncia em animais Sham e CLP
utilizados no presente estudo. Notamos que apenas nos trés primeiros dias houve um

aumento da taxa de mortalidade em animais CLP (p > 0,001) quando comparado ao grupo

Sham (analises estatatisticas — Tabela 3).

Figura 15 — Taxa de sobrevivéncia em animais Sham e CLP
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Fonte: Autora.

Nota: A figura 15 mostra a taxa de sobrevivéncia em animais Sham e CLP. Estatistica: teste
de t-Student (n = 10) ** p < 0,01 comparado ao grupo Sham. Os tamanhos do efeito
foram interpretados como: ausente d < 0,19, pequeno d > 0,20, moderado d > 0,50,
grande d > 0,80 e muito grande d > 1,20.

Tabela 3 - Analise do tamanho do efeito por meio do d Cohen na taxa de
sobrevivéncia em animais Sham e CLP

Parametros d Cohen
Sham CLP

Sobrevivéncia d=1,07 d=1,07

Fonte: Autora.
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4.2 AVALIACAO TEMPORAL DO COMPORTAMENTO COGNITIVO EM ANIMAIS
SOBREVIVENTES A SEPSE

4.2.1 Campo Aberto

A seguir, a Figura 16 mostra o desempenho comportamental em animais submetidos
ao teste de campo aberto 10, 20 ou 30 dias ap0s a inducao da sepse por ligacédo e perfuracdo
cecal. Ndo notamos diferenca estatisticamente significativa entre os grupos Sham e CLP
quanto aos parametros distancia percorrida (Fig. 16A, 16C e 16E, respectivamente) e tempo
de imobilidade (Fig. 16B, 16D e 16F, respectivamente) em nenhum dos dias testados.

Todavia, ao observamos os dados relacionados ao tempo de duracdo do teste de
campo aberto (20 minutos), notamos em animais Sham e CLP, em todos os dias testados,
uma significativa redugédo da distancia percorrida e um elevado tempo de imobilidade no
final do teste (15-20 minutos), quando comparado ao tempo inicial do mesmo (0-5 minutos)
(p>0,0001 para ambos os parametros, Fig. 16) (analises estatisticas — Tabela 4). Esse achado
sugere uma maior motivacado inicial em explorar o ambiente novo, a qual reduz a medida
que o animal conhece 0 ambiente (SOL; GRIFO; BARTOMEUS, 2012).



Figura 16 — Desempenho comportamental em animais submetidos ao teste de campo aberto 10, 20
ou 30 dias apos a inducéo da sepse pela cirurgia de ligagdo e perfuragdo cecal
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Fonte: Autora.

Nota: Em A e B, temos respectivamente os parametros distancia percorrida (cm) e tempo de
imobilidade (s) em animais sobreviventes a sepse induzida ha 10 dias. Em C e D, temos
respectivamente os parametros distancia percorrida (cm) e tempo de imobilidade (s) em
animais sobreviventes a sepse induzida ha 20 dias. Em E e F, temos respectivamente os
parametros distancia percorrida (cm) e tempo de imobilidade (s) em animais sobreviventes
a sepse induzida ha 30 dias. Estatistica: ANOVA de duas vias seguida do teste de Tukey (n
= 10): **** p < 0,0001. Os tamanhos do efeito foram interpretados como: ausente m? <
0,01, pequeno ®»? > 0,02, moderado w? > 0,06, grande o %> 0,14 e muito grande w? > 1,15.
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Tabela 4 - Anélise de variancia de duas vias e do tamanho do efeito por meio do teste dmega-quadrado no teste
de campo aberto, em grupos Sham e CLP (cirurgia), durante 20 minutos (tempo), 10, 20 ou 30 dias
apos a inducdo da sepse pela cirurgia de ligacéo e perfuracdo cecal.

Parametros Cirurgia Tempo Interacdo
Distancia F (3, 72) = 56,03 F(1,72)=1870 F(3,72)=1,839
percorrida P <0,0001 P=0,1758 P=0,1478

10 dias ®?=10,86 o’ = 164,89 0?= 251
Tempo de F (1, 72) = 6,202 F(3,72)=2,636 F(3,72) =0,3413
Imobilidade P =0,0151 P =0,0561 P =0,7956

10 dias ®?=5,19 o’ =4,89 o?=-1,97

Distancia p F (1, 60) =0,005120 F (3, 60) = 24,83 F (3, 60) =0,1830

percorrida P =0,9432 P <0,0001 P =0,9075
20 dias ®?=-0,99 ®?=71,46 ®?= -2,44
Tempo de F(1,72)=3,678 F (3, 72) = 8,396 F (3, 72) =0,8402
Imobilidade P =0,0591 P <0,0001 P =0,4763
20 dias ®?=2,62 ®?=21,76 ®?=-0,47
Distancia F(1,72)=1,252 F (3, 72) = 6,869 F (3, 72) =0,2826
percorrida P =0,2668 P =0,0004 P =0,8378
30 dias ®?=0,25 0’ =17,60 0’ = -2,15
Tempo de F(1,72)=2612 F(3,72)=2,253 F (3, 72) = 0,4086
Imobilidade P=0,1104 P =0,0895 P =0,7473
30 dias ®?=3,61 ®?=1,55 ®?=-1,70

Fonte: Autora.

4.2.2 Reconhecimento de Objetos

As Figuras 17, 18 e 19 mostram, respectivamente, 0 desempenho comportamental em
animais submetidos ao teste de reconhecimento de objetos 10, 20 ou 30 dias ap6s a indugéo
da sepse. Notamos, em animais sobreviventes a sepse induzida ha 10 dias, um aumento no
tempo de exploracgdo ao objeto familiar (p < 0,01, Fig. 17A) e uma significativa reducdo do
tempo de exploracdo ao objeto novo (p < 0,01, Fig. 17B) e do indice de reconhecimento
(p<0,001, Fig. 17C) em 2 horas, quando comparados ao grupo controle. J& em 24 horas,
notamos um aumento do tempo de exploracdo ao objeto familiar (p < 0,01, Fig. 17D), uma
diminuicdo do tempo de exploracdo ao objeto novo (p < 0,01, Fig. 17E) e um menor indice
de reconhecimento (p<0,01, Fig. 17F) em animais CLP, quando comparado ao grupo Sham

(analises estatisticas — Tabela 5).



Figura 17 — Desempenho comportamental em animais submetidos ao teste de reconhecimento de
objetos, 10 dias ap6s a simulacdo ou inducdo da sepse pela cirurgia de ligagao e
perfuracéo cecal.
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Fonte: Autora.

Nota: Em A, B e C, temos, respectivamente, os parametros tempo de exploragdo ao objeto familiar
(s), tempo de exploracéo ao objeto novo (s) e indice de reconhecimento em 2 horas. Em D,
E e F, temos, respectivamente, os parametros tempo de exploracéo ao objeto familiar (s),
tempo de exploracdo ao objeto novo (s) e indice de reconhecimento, em 24 horas, em
animais sobreviventes a sepse induzida por ligacdo e perfuracdo cecal ha 10 dias.
Estatistica: teste de t-Student (n = 10) * p < 0,01 e ** p < 0,01 comparados ao grupo Sham.
Os tamanhos do efeito foram interpretados como: ausente d < 0,19, pequeno d > 0,20,
moderado d > 0,50, grande d > 0,80 e muito grande d > 1,20
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Tabela 5 - Andlise do tamanho do efeito por meio do d Cohen no teste
reconhecimento de objetos, entre os grupos Sham e CLP, 10 dias
apos a inducdo da sepse pela cirurgia de ligacdo e perfuracdo cecal.

Parametros d Cohen
2h 24h
Tempo de exploracdo ao objeto d=1,07 d=1,07
familiar
Tempo de exploracéo ao d=134 d=134

objeto novo

indice de reconhecimento d=1,27 d=1,28

Fonte: Autora.

Quanto aos animais sobreviventes a sepse induzida ha 20 dias, notamos em 2 horas
uma discreta diminuicdo do parametro indice de reconhecimento (p < 0,01, Fig 18C),
comparados ao grupo controle. Entretanto, em 24 horas p0de-se observar um aumento do
tempo de exploracdo ao objeto familiar (Fig. 18D) e uma reducdo dos parametros tempo de
exploracdo ao objeto novo (Fig. 18E) e indice de reconhecimento (p < 0,01, Fig. 18F),

quando comparado ao grupo Sham (analises estatisticas — Tabela 6).



Figura 18 — Desempenho comportamental em animais submetidos ao teste de reconhecimento
de objetos, 20 dias apds a inducdo da sepse pela cirurgia de ligacdo e perfuragao

cecal
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Fonte: Autora.

Nota: Em A, B e C, temos respectivamente os parametros tempo de exploragéo ao objeto familiar
(s), tempo de exploragdo ao objeto novo (s) e indice de reconhecimento em 2 horas. Em
D, E e F, temos respectivamente os parametros tempo de exploracdo ao objeto familiar
(s), tempo de exploragdo ao objeto novo (s) e indice de reconhecimento em 24 horas em
animais sobreviventes a sepse induzida por ligagdo e perfuracdo cecal hd 20 dias.
Estatistica: teste de t-Student (n = 10) * p < 0,01 comparado ao grupo Sham. Os
tamanhos do efeito foram interpretados como: ausente d < 0,19, pequeno d > 0,20,
moderado d > 0,50, grande d > 0,80 e muito grande d > 1,20.
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Tabela 6 - Andlise do tamanho do efeito por meio do teste d Cohen no teste
reconhecimento de objetos, em grupos Sham e CLP, 20 dias ap6s a
inducdo da sepse pela cirurgia de ligacdo e perfuracéo cecal.

Parametros d Cohen
2h 24h
Tempo de exploracdo ao objeto d=0,48 d=0,64
familiar
Tempo de exploracéo ao d=0,21 d=0,59

objeto novo

indice de reconhecimento d=1,12 d=1,33

Fonte: Autora.

Jé& as analises das memorias de curta duragdo (2h) e longa duragdo (24h) em animais
submetidos a cirurgia de ligacdo e perfuracdo cecal ha 30 dias (Fig. 19) ndo indicaram

diferenca estatistica significativa entre os grupos testados (analise d Cohen — Tabela 7).



Figura 19 — Desempenho comportamental em animais submetidos ao teste de reconhecimento de
objetos, 30 dias apds a inducdo da sepse por ligacéo e perfuragéo cecal
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Fonte: Autora.

Nota: Em A, B e C, temos respectivamente os pardmetros tempo de exploracdo ao objeto familiar
(s), tempo de exploragdo ao objeto novo (s) e indice de reconhecimento em 2 horas. Em D,
E e F, temos respectivamente os pardmetros tempo de exploracdo ao objeto familiar (s),
tempo de exploragdo ao objeto novo (s) e indice de reconhecimento em 24 horas em animais
sobreviventes a sepse induzida por ligagdo e perfuragdo cecal ha 30 dias. Estatistica: teste de
t-Student (n = 10). Os tamanhos do efeito foram interpretados como: ausente d < 0,19,
pequeno d > 0,20, moderado d > 0,50, grande d > 0,80 e muito grande d > 1,20.

Tabela 7 - Anédlise do tamanho do efeito por meio do teste d Cohen no teste
reconhecimento de objetos, em grupos Sham e CLP, 30 dias ap6s a
inducdo da sepse por ligacdo e perfuracéo cecal.

Pardmetros d Cohen
2h 24h
Tempo de exploracdo ao objeto d=0,67 d=0,15
familiar
Tempo de exploracdo ao d=0,07 d=0,29
objeto novo
Indice de reconhecimento d=0,84 d=0,40

Fonte: Autora.
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4.2.3 Labirinto Aquatico de Morris

A Figura 20 apresenta a performance comportamental durante a etapa de treinos do
teste labirinto aquatico de Morris em ratos machos adultos apds a indugéo da sepse ha 10,
20 ou 30 dias. E possivel observar que os animais CLP sobreviventes a sepse induzida ha 10
dias apresentaram um aumento significativo da laténcia para encontrar a plataforma (Fig.
20A) durante os 5 dias de treino, quando comparados ao grupo controle. Quanto a analise da
performance de animais CLP sobreviventes a sepse ha 20 dias, observamos um aumento do
tempo de laténcia apenas no segundo dia de treino em relagéo aos animais Sham (Fig. 20B).
Ja em animais sobreviventes a sepse induzida ha 30 dias, ndo notamos diferenca estatistica

significativa entre os grupos testados (Fig. 20C) (anélises estatisticas — Tabela 8).

Figura 20 — Performance comportamental em animais submetidos & etapa de treino do teste de
labirinto aquatico de Morris 10, 20 ou 30 dias ap6s a inducdo da sepse pela cirurgia
de ligacéo e perfuracdo cecal
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Fonte: Autora.

Nota: Em A, B e C temos o parametro laténcia para atingir a plataforma (s) em animais submetidos
a simulacdo ou inducgdo da sepse por ligagdo e perfuracdo cecal ha 10, 20 ou 30 dias,
respectivamente. Estatistica: teste de t-Student (n = 10). Os tamanhos do efeito foram
interpretados como: ausente ®? < 0,01, pequeno ®? > 0,02, moderado w? > 0,06, grande
®? > 0,14 e muito grande w? > 1,15.



Tabela 8 - Andlise de variancia de duas vias e do tamanho do efeito por meio do teste dmega-quadrado no
teste de labirinto aquatico de Morris, em grupos Sham e CLP (cirurgia), durante 5 dias (tempo),
10, 20 ou 30 dias ap6s a inducdo da sepse pela cirurgia de ligacdo e perfuracdo cecal.

Parametros Cirurgia Tempo Interacdo

Laténcia F (1,90) = 3,644 F (4,90) = 3,759 F (4, 90) = 0,3893
10 dias P =0,0595 P =0,0071 P =0,8158

0’ =222 ®?=9,29 o?= -2,05
Laténcia F(1,89) =0,5115 F (4, 89) = 46,77 F (4, 89) = 46,77
20 dias P=0,4763 P <0,0001 P <0,0001

o? =-0,26 »?= 98,35 0?=0,35
Laténcia F (1, 88) = 0,05933 F (4, 88) = 21,03 F (4, 88) =0,1448
30 dias P =0,8081 P <0,0001 P =0,9649

®?=-0,55 ®?=4758 ®?=-2,03

Fonte: Autora.

A Figura 21 mostra os dados obtidos a partir da performance comportamental do dia

do teste de labirinto aquéatico de Morris em animais sobreviventes a sepse induzida ha 10, 20
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e 30 dias. E possivel notar, em animais CLP sobreviventes a sepse induzida ha 10 dias, um

aumento significativo da laténcia para chegar ao quadrante alvo (Fig. 21A), bem como um

tempo reduzido de permanéncia nesse local (p > 0,01, Fig. 21D) quando comparado ao grupo

Sham. J& em animais sobreviventes a sepse induzida ha 20 e 30 dias, ndo foi evidenciada,

nos parametros analisados, diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos testados

(Fig. 21B, 21C, 21E e 21F, respectivamente) (analises estatisticas — Tabela 9).



Figura 21 — Performance comportamental em animais submetidos ao teste de labirinto aquatico de
Morris 10, 20 ou 30 dias apds a inducao da sepse
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Fonte: Autora.

Nota: Em A, B e C, temos o pardmetro laténcia para atingir o quadrante alvo (s) em animais
sobreviventes a sepse induzida por CLP ha 10, 20 e 30 dias, respectivamente. Em C, D e
E, temos o pardmetro tempo de permanéncia no quadrante alvo (s) em animais
sobreviventes a sepse induzida por CLP ha 10, 20 e 30 dias, respectivamente.
Estatistica: teste de t-Student (n = 10). *p < 0,05 comparado ao grupo Sham. Os tamanhos
do efeito foram interpretados como: ausente d < 0,19, pequeno d > 0,20, moderado d > 0,50,
grande d > 0,80 e muito grande d > 1,20.

Tabela 9 - Anélise do tamanho do efeito por meio do teste d Cohen no teste de labirinto aquético
de Morris, entre os grupos Sham e CLP, 10, 20 ou 30 dias ap6s a inducéo da sepse
por ligacdo e perfuracdo cecal.

Parametros d Cohen
10 dias 20 dias 30 dias
Laténcia para chegar ao d=0,83 d=0,16 d=0,21

quadrante alvo

Tempo de permanéncia no d=1,13 d=0,47 d=0,23
quadrante alvo

Fonte: Autora.
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Os parametros distancia percorrida e velocidade (Fig. 22) permitiram-nos validar os
dados obtidos no teste de campo aberto, uma vez que ndo observamos diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos Sham e CLP em todos os dias testados. Diante
disso, comprovamos mais uma vez que o animal sobrevivente a sepse induzida ha 10, 20 ou

30 dias ndo apresenta prejuizo locomotor (analises estatisticas — Tabela 10).

Figura 22 — Performance comportamental em animais submetidos ao teste de labirinto aquatico
de Morris 10, 20 ou 30 dias ap6s a inducéo da sepse por ligagdo e perfuracéo cecal
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Fonte: Autora

Nota: Em A, B e C, temos o pardmetro distancia percorrida (s) em animais submetidos a sepse
induzida por ligagdo e perfuracdo cecal ha 10, 20 ou 30 dias, respectivamente. Em D, E e F,
temos o pardmetro velocidade (m/s) em animais submetidos a sepse induzida por ligacéo e
perfuracdo cecal ha 10, 20 ou 30 dias, respectivamente. Estatistica: teste de t-Student (n =
10). Os tamanhos do efeito foram interpretados como: ausente d < 0,19, pequeno d > 0,20,
moderado d > 0,50, grande d > 0,80 e muito grande d > 1,20.
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Tabela 10 - Analise do tamanho do efeito por meio do teste d Cohen no teste de labirinto aquatico
de Morris, entre os grupos Sham e CLP, 10, 20 ou 30 dias ap6s a inducédo da sepse
por ligacdo e perfuracdo cecal.

Parametros d Cohen
10 dias 20 dias 30 dias
Distancia percorrida d=0,03 d=0,02 d=0,01
Velocidade d=0,02 d=0,04 d=0,03

Fonte: Autora

4.3 AVALIACAO DO EFEITO DO TRATAMENTO COM CURCUMINA SOBRE O
COMPORTAMENTO E O ESTRESSE OXIDATIVO EM ANIMAIS
SOBREVIVENTES A SEPSE

4.3.1 Campo Aberto

A seguir, a Figura 23 mostra o desempenho comportamental em animais submetidos
a inducdo da sepse por ligacdo e perfuracdo cecal ha 10 dias e posteriormente ao tratamento
com curcumina (50 mg/kg, p.o) durante 7 dias consecutivos. Corroborando os dados
apresentados na primeira etapa deste estudo, ndo observamos diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos testados quanto aos parametros distancia percorrida (Fig. 23A)
e tempo de imobilidade (Fig. 23B).

Em relacdo ao tempo total de duracao do presente teste comportamental (20 minutos),
notamos uma reducdo significativa do comportamento exploratério em todos os grupos
testados no tempo final do teste (15-20 minutos) quando comparado ao tempo inicial (0-5
minutos) (Fig. 23A e 23B, p < 0,0001) (analises estatisticas — Tabela 11).



Figura 23 — Desempenho comportamental no teste de campo aberto em animais
submetidos a indugdo da sepse por ligacdo e perfuracdo cecal e ao
tratamento com veiculo ou curcumina
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Fonte: Autora.

Nota: Em A temos a distancia percorrida (cm) e em B, o tempo de imobilidade (s) em
animais Sham e CLP tratados com veiculo ou curcumina (50 mg/kg, p.o), apds
simulagdo ou inducdo da sepse por ligacdo e perfuracdo cecal ha 10 dias.
Estatistica: ANOVA duas vias seguida de teste de Tukey (n = 10): **** p <
0,0001. Os tamanhos do efeito foram interpretados como: ausente m? < 0,01,
pequeno ®? > 0,02, moderado »? > 0,06, grande w? > 0,14 e muito grande ®?
>1,15.
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Tabela 11 - Analise de variancia de duas vias e do tamanho do efeito por meio do teste 6mega-quadrado
no teste de campo aberto, em grupos Sham e CLP tratados com veiculo ou curcumina
(cirurgia e tratamento), durante 20 minutos (tempo).

Parametros Cirurgia e Tratamento Tempo Interacdo
Distancia F (3, 144) = 0,6633 F (3, 144) = 26,37 F (9, 144) = 0,3020
Percorrida P =0,5759 P <0,0001 P=0,9731

»?=-1,00 ®?=76,05 0?=-6,27
Tempo de F (3, 144) = 4,921 F (3, 144) = 70,29 F (9, 144) = 0,8268

Imobilidade P =0,0028 P <0,0001 P =0,5925

o?=10,27 »?=181,69 »?=-1,36

Fonte: Autora.

4.3.2 Reconhecimento de Objetos

A seqguir, a Figura 24 permite-nos avaliar o desempenho comportamental no teste de
reconhecimento de objetos em ratos submetidos a inducao da sepse por ligacdo e perfuracao
cecal ha 10 dias e posteriormente ao tratamento oral com curcumina na dose de 50 mg/kg.

Nota-se em animais do grupo veiculo+CLP um aumento significativo do tempo de
exploracdo ao objeto familiar (p < 0,001, Fig. 24A) e uma reducdo dos parametros de tempo
de exploracédo ao objeto novo (p <0,01, Fig. 24B) e indice de reconhecimento (p <0,01, Fig.
24C) em 2 horas, quando comparados ao grupo veiculo+Sham. Observa-se também, nesses
animais, um expressivo aumento no tempo de exploracao ao objeto familiar (p < 0,0001, Fig
24D), uma diminuicdo do tempo de exploracdo ao objeto novo (Fig. 24E) e uma reducao
significativa do indice de reconhecimento (p < 0,001. 24F) em 24h, quando comparados ao
grupo controle.

Podemos notar ainda, que apo6s 10 dias da inducdo da sepse 0s animais tratados com
curcumina apresentaram uma reducéo do tempo de exploragéo ao objeto familiar (Fig. 24A)
e um aumento dos parametros tempo de exploracdo ao objeto novo (Fig. 24B) e indice de
reconhecimento (p < 0,01, Fig. 24C) em 2 horas, quando comparados ao grupo CLP+veiculo.
Em 24 horas, observamos um efeito ainda mais expressivo do tratamento com curcumina
em animais CLP, uma vez que o tempo de exploracdo ao objeto familiar apresentou-se
significativamente reduzido (p < 0,00001, Fig. 24D) e os parametros de tempo de exploragéo
ao objeto novo e indice de reconhecimento significativamente aumentados (p < 0,00001,
Fig. 24E e Fig. 24F respectivamente), quando comparados ao grupo CLP+Veiculo (analises

estatisticas — Tabela 12).



Figura 24 — Desempenho comportamental no teste de reconhecimento de objetos em animais submetidos
a inducdo da sepse por ligacao e perfuracgdo cecal e ao tratamento com veiculo ou curcumina
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Fonte: Autora.

Nota: Em A, B e C temos respectivamente os pardmetros tempo de exploragdo ao objeto familiar (s), o
tempo de exploragéo ao objeto novo (s) e indice de reconhecimento em 2 horas. Em D, E e F temos
respectivamente os parametros tempo de exploracdo ao objeto familiar (s), o tempo de exploragdo
ao objeto novo (s) e indice de reconhecimento em 24 horas em animais Sham e CLP tratados com
veiculo ou curcumina (50 mg/kg, p.o), ap6s a inducdo da sepse por ligacdo e perfuragdo cecal ha
10 dias. Estatistica: ANOVA de duas vias seguida do teste de Tukey (n = 10): * p < 0,01, ** p <
0,001, *** p < 0,0001 e **** p < 0,0001 comparados ao grupo Sham+veiculo, # p < 0,01 e ####
p < 0,0001 comparados ao grupo CLP+veiculo. Os tamanhos do efeito foram interpretados como:
ausente w? < 0,01, pequeno ®? > 0,02, moderado w? > 0,06, grande w? > 0,14 e muito grande w? >
1,15.
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Tabela 12 - Andlise de variancia de duas vias e do tamanho do efeito por meio do teste dmega-quadrado no teste
de reconhecimento de objetos, em grupos Sham e CLP (cirurgia) tratados com veiculo ou curcumina

(tratamento).

Parametros

Cirurgia

Tratamento

Interacéo

Tempo de exploracéo ao
objeto familiar 2h

Tempo de exploracéo ao
objeto novo 2h

indice de
Reconhecimento
2h

Tempo de exploracdo ao
objeto familiar 24h

Tempo de exploracdo ao
objeto novo 24h

indice de
Reconhecimento
24h

F (1, 36) = 13,90
P = 0,0007
©? =893

F (1, 36) = 0,4660
P = 0,4992
®?=-0,99

F (1, 34) = 5,520
P =0,0248
®?= 0,003

F (L, 36) = 13,21
P =0,0009
®?=5,49

F (1, 36) = 0,007604
P =0,9310
®?=-0,83

F (1, 34) = 3,993
P = 0,0537
®? = 0,003

F (1, 36) = 0,5262
P =0,4729
©?=-0,32

F (1, 36) = 12,93
P = 0,0561
©?=-0,97

F (1,34) = 3,576
P =0,0672
®? =0,002

F (L, 36) = 15,98
P =0,0003
®%=6,16

F (1, 36) = 4,022
P =0,0525
®?=2,55

F (1, 34) = 16,27
P =0,0003
®?= 0,006

F (1, 36) = 6,488
P =0,0153
®? = 3,80

F (3, 72) = 0,3413
P =0,7956
®?=-0,99

F (1, 34) = 4,336
P = 0,0449
®?= 0,001

F (L, 36) = 24,07
P <0,0001
®?=19,49

F (1, 36) = 3,434
P =0,0721
®?=2,05

F (1, 34) = 15,29
P = 0,0004
®? = 0,008

Fonte: Autora.

4.3.3 Labirinto Aquético de Morris

A seguir, a Figura 25 permite a avaliagdo da performance comportamental no teste

de labirinto aquético de Morris de ratos machos adultos submetidos a inducéo da sepse por

ligacdo e perfuracdo cecal hd 10 dias e posteriormente ao tratamento com curcumina (50

mg/kg, p.0).

Observa-se no parametro laténcia que apenas os animais do grupo CLP+veiculo

apresentaram um aumento do tempo para chegar a plataforma durante os 5 dias da etapa de

treino, quando comparados ao grupo controle (Fig. 25A). Além disso, no dia do teste,

notamos nesses animais um aumento significativo da laténcia para chegar ao quadrante alvo
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(p > 0,0001, Fig, 25B) e uma redugéo do tempo gasto no quadrante alvo (p > 0,0001, Fig.
25C), quando comparados ao grupo Sham+veiculo.

Contudo, ao receberem o tratamento com curcumina, os animais CLP apresentaram
uma diminuicdo da laténcia durante a etapa de treinos (Fig. 25A), quando comparados ao
grupo controle. Além disso, nota-se no dia do teste uma diminuicdo da laténcia para chegar
ao quadrante alvo (p > 0,01, Fig. 25B) e um aumento do tempo gasto no mesmo (p >0,00001,
Fig. 25C) quando comparado ao grupo CLP+veiculo.

Quanto aos parametros distancia percorrida e velocidade, como esperado, nao
observamos diferenca estatisticamente significativa em todos os grupos testados (Fig. 25D
e 25E, respectivamente). Esses resultados reforcam a auséncia de prejuizo locomotor em
animais Sham e CLP tratados com veiculo ou curcumina observada anteriormente no teste

de campo aberto (analises estatisticas — Tabelas 13 e 14).



Figura 25 — Performance comportamental no teste de labirinto aquéatico de Morris em animais
submetidos a indugdo da sepse por ligacdo e perfuracdo cecal e ao tratamento
com veiculo ou curcumina
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Fonte: Autora.

Nota: Em A temos a laténcia (s) da etapa de treinos, em B a laténcia para chegar no quadrante
alvo (s), em C o tempo gasto no quadrante alvo (s), em D a distancia percorrida (m) e em
E a velocidade (m/s) em animais Sham e CLP tratados com veiculo ou curcumina (50
mg/kg, p.0), apds simulacdo ou inducdo da sepse por ligacdo e perfuragdo cecal ha 10
dias. Estatistica: ANOVA de duas vias seguida de teste de Tukey (n = 10): *** p <0,0001
e **** n < 0,0001 comparados ao grupo controle, ## p < 0,001 e #### p < 0,0001
comparado ao grupo CLP+veiculo. Os tamanhos do efeito foram interpretados como:
ausente ®® < 0,01, pequeno ®? > 0,02, moderado w? > 0,06, grande w? > 0,14 e muito
grande ®® > 1,15.
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Tabela 13 - Andlise de variancia de duas vias e do tamanho do efeito por meio do teste dmega-quadrado no
teste de labirinto aquatico de Morris, em grupos Sham e CLP tratados com veiculo ou
curcumina (cirurgia e tratamento) durante 5 dias (tempo).

Parametro Cirurgia e Tempo Interacdo
Tratamento
Laténcia F (3, 180) = 2,485 F (4,180) =101,5 F (12, 180) = 0,1904

P =0,0622
®?=144

P <0,0001
»?=130,63

P =0,9987
®?=-3,15

Fonte: Autora.

Tabela 14 - Andlise de variancia de duas vias e do tamanho do efeito por meio do teste dmega-quadrado no
teste de labirinto aquatico de Morris, em grupos Sham e CLP (cirurgia) tratados com

veiculo ou curcumina (tratamento).

Parametros

Cirurgia

Tratamento

Interacdo

Laténcia para
chegar ao
quadrante alvo

Tempo de
permanéncia no
quadrante alvo

Distancia

Percorrida

Velocidade

F (1, 36) = 17,15
P =0,0002
®?=1,09

F (1, 35) = 9,989
P =0,0032
®? = 3,96

F (1, 36) = 0,01041
P =0,9193
®?=-0,98

F (1, 36) = 1,228
P =0,2752
®%=0,009

F (1, 36) = 5,488
P = 0,0246
©?=0,30

F (1, 35) = 20,10
P < 0,0001
®? = 8,41

F (1, 36) = 0,5146
P=0,4778
®?=-0,48

F (1, 36) = 0,01794
P =0,8942
®%=-0,04

F (1, 36) = 5,488
P = 0,0248
®?=0,30

F (1, 35) = 9,351
P =0,0043
®® = 3,68

F (1, 36) = 0,1431
P=0,7074
®?=-0,85

F (1, 36) = 4,646
P =0,0379
®%=0,20

Fonte: Autora.

4.3.4 Estresse Oxidativo

A seguir, a figura 26 representa a concentracdo hipocampal dos parametros

oxidativos sendo eles: nitrosilacdo de proteinas, TBARS e fluorescéncia relativa de
lucigenina (Fig. 26A, 26B e 26C respectivamente) e antioxidativos Trap, GSH livre, GSH
total e GSSG (Fig. 26D, 26E, 26F e 26G respectivamente) em ratos adultos submetidos a
indugdo da sepse por ligagdo e perfuragdo cecal ha 10 dias e posteriormente ao tratamento
com curcumina (50mg/Kg, p.o).

Observa-se em animais do grupo CLP+veiculo um aumento expressivo de
nitrosilacéo de proteinas (Fig.26A), TBARS (p<0,01, Fig.26B) e fluorescéncia de lucigenina
(Fig. 26C), enquanto a porcentagem de trap (p<0,001, Fig. 26D) e os niveis de GSH livre e
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total (Fig. 26E e 26F, respectivamente) apresentaram-se reduzidos quando comparado ao
grupo controle.

Além disso, é possivel notar em animais do grupo CLP+curcumina uma reducao
significativa dos niveis de nitrosilacdo proteica, TBARS e fluorescéncia de lucigenina (Fig
26B e 26C, respectivamente), bem como um aumento expressivo da porcentagem de Trap e
dos niveis de GSH livre e total (Fig. 26D, 26E e 26F, respectivamente) quando comparado
ao grupo CLP+veiculo. Quanto ao parametro GSSG (Fig. 26G), ndo encontramos diferencas

significativamente estatisticas entre os grupos testados (Analises estatisticas — Tabela 15).



Figura 26 — Andlise dos perfis oxidativo e antioxidativo em animais submetidos a inducdo da sepse por
ligacdo e perfuracéo cecal e ao tratamento com veiculo ou curcumina
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Fonte: Autora.

Nota: Em A temos o nivel de nitrosilacdo de proteinas, em B o nivel de TBARS, em C o nivel de
fluorescéncia relativa de lucigenina, em D a porcentagem de Trap, em E o nivel de GSH livre, em F o
nivel de GSH total e em G o nivel de GSSG em animais Sham e CLP tratados com veiculo ou curcumina
(50 mg/kg, p.0), apds a indugdo da sepse por ligacéo e perfuracdo cecal ha 10 dias. Estatistica: ANOVA
de duas vias seguida de teste de Tukey (n = 3-7): * p < 0,01 comparado ao grupo controle. Os tamanhos
do efeito foram interpretados como: ausente w? < 0,01, pequeno ? > 0,02, moderado w? > 0,06, grande
®? > 0,14 e muito grande w? > 1,15.

82



83

Tabela 15 - Analise de variancia de duas vias e do tamanho do efeito por meio do teste 6mega-quadrado
dos perfis oxidativo e antioxidativo, em grupos Sham e CLP (cirurgia) tratados com veiculo
ou curcumina (tratamento).

Parametros

Cirurgia

Tratamento

Interacéo

Nitrosilacdo de
proteinas (NO)

TBARS

Fluorescéncia de

lucigenina (ROS)

TRAP

GSH livre

GSH total

GSSG

F (1, 11) = 7,569
P =0,0189
®?= 6,39

F (1, 16) = 0,5839
P = 0,4559
©?=1,05

F (1, 19) = 0,8203
P =0,3764
®? =455

F (1, 17) = 1,306
P = 0,2690
®?=14,11

F (L, 16) = 0,09208
P =0,7655
®?=-0,05

F (1, 18) = 0,4142
P =0,5279
®?=-0,50

F (1, 16) = 0,01207
P =0,9139
®? = -0,05

F (1, 11) = 0,01646
P =0,9002
w?=-0,95

F (1, 16) = 7,813
P =0,0130
©?=-0,06

F (1, 19) = 5,827
P =0,0260
®?=-0,16

F(1,17)=1731
P =0,0007
®?=0,26

F (1, 16) = 0,8655
P =0,3660
®?=-0,40

F (1, 18) = 0,06927
P =0,7954
®?=-0,31

F (1, 16) = 0,04223
P =0,8398
®?=-0,05

F (1, 11) = 0,8646
P =0,3724
w?=-0,13

F (1, 16) = 1,964
P =0,1802
®?=0,14

F (1,19) = 0,1759
P =0,6797
w?=-0,77

F(1,17)=05443
P =0,4707
®?=-0,39

F (1, 16) = 0,7717
P =0,3927
®?=-0,10

F (1, 18) = 1,265
P =0,2755
©?=0,14

F (1, 16) = 0,06288
P = 0,8052
®?=-0,04

Fonte: Autora
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5 DISCUSSAO

A sequir serdo discutidos os resultados encontrados em nosso estudo.

5.1 AVALIACAO TEMPORAL DO COMPORTAMENTO COGNITIVO EM ANIMAIS
SOBREVIVENTES A SEPSE

A sepse é caracterizada por um conjunto de reacfes sistémicas ndo contidas
localmente pelo sistema imune do hospedeiro em resposta ao agente infeccioso. O seu
desfecho clinico induz lesdes multiplas de érgéos, sendo o cérebro primordialmente afetado.
A intensa comunicacdo entre o sistema imunoldgico periférico e o0 SNC induz a perda da
seletividade da BHE, culminando em severos processos inflamatérios e oxidativos no
cérebro. Em consequéncia disso, é possivel observar a morte de neurdnios e um acentuado
prejuizo das fungdes cognitivas (DAL-P1ZZOL; TOMASI; RITTER, 2014; TSURUTA,
ODA, 2016; MOLNAR et al., 2018).

Os mecanismos envolvidos nos déficits de memaria e cogni¢do induzidos pela sepse
ainda sdo pouco compreendidos. Por isso, 0s modelos animais de sepse experimental fazem-
se necessarios, uma vez que permitem o melhor esclarecimento da fisiopatologia envolvida
entre a sepse e suas sequelas. Nesse sentido, escolhnemos o modelo clinico de ligadura e
perfuracdo cecal para explorar os mecanismos envolvidos no prejuizo cognitivo advindos da
sepse. Por ser um procedimento simples, o CLP tem sido abordado como uma boa
ferramenta translacional para induzir a sepse experimental, dado que gera uma peritonite
seguida pela translocacdo polimicrobiana na corrente circulatéria (JORDAO et al., 2019;
BARICHELLO et al., 2019; PARKER; WATKINS, 2001).

Quanto ao comportamento, existe uma variedade de testes que nos permite avaliar
possiveis alteracBes na memdria e cognicdo em roedores. Em nosso estudo, optamos pelos
testes comportamentais de reconhecimento de objetos e labirinto aquatico de Morris, visto
que sdo descritos como metodologias simples e eficazes para estudar o desempenho
cognitivo em animais sobreviventes a sepse induzida por CLP. Além disso, realizamos
avaliacGes comportamentais ndo cognitivas no teste de campo aberto, uma vez que alteracdes
motoras podem comprometer o desempenho cognitivo dos animais (BARICHELLO et al.,
2005; MANFREDINI et al., 2019; ZHUANG et al., 2020).
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O teste de campo aberto é comumente utilizado para avaliar o comportamento
exploratorio em roedores. Os nossos resultados obtidos a partir desse teste mostram que a
sepse nao foi capaz de induzir prejuizo locomotor/exploratorio em animais CLP
sobreviventes a sepse em nenhum dos dias testados.

Bedirli et al. (2018) também demonstraram temporalmente a normalidade na
atividade locomotora em ratos Wistar sobreviventes a sepse induzida por CLP no teste de
campo aberto. Os achados de Wang et al. (2020) mostram, em camundongos sobreviventes
a sepse, a auséncia de prejuizo locomotor no teste de campo aberto em 1, 7 e 14 dias ap0s a
inducgéo da sepse por CLP, reforgando os dados apresentados no estudo anterior.

Calsavara et al. (2013) evidenciaram, em camundongos sobreviventes a sepse
induzida por CLP e posteriormente submetidos ao teste de campo aberto, a auséncia de
déficits exploratorios 10 dias apds a cirurgia. Esse dado corrobora os resultados obtidos no
trabalho de Tuon et al. (2007), que também mostram uma regularidade da atividade
exploratoria em ratos submetidos a sepse induzida por CLP ha 10 dias. Comim et al. (2009)
verificaram que o comportamento exploratério em animais CLP melhora gradualmente entre
24 e 48 horas ap6s a inducdo da sepse, confirmando a inexisténcia de deficiéncia da
capacidade locomotora e exploratéria em animais sobreviventes a sepse induzida por CLP.

No que diz respeito ao comportamento cognitivo, avaliamos em animais
sobreviventes a sepse a capacidade de memorizar diferentes objetos em curto e longo prazo
por meio do teste de reconhecimento de objetos. Observamos, em animais CLP
sobreviventes a sepse ha 10 dias, um aumento significativo do parametro tempo de
exploracdo ao objeto familiar e uma reducao dos parametros tempo de exploracdo ao objeto
novo e indice de reconhecimento, em 2 e 24 horas, quando comparados ao grupo controle.
Esses achados sugerem um acentuado declinio nas memorias de reconhecimento de curta
(2h) e longa duracgdo (24h) em animais sobreviventes a sepse.

Embora o tamanho do efeito relacionado aos parametros tempo de exploracédo aos
objetos familiar e novo em 2h e 24h tenha sido pequeno em animais CLP sobreviventes a
sepse induzida ha 20 dias, houve uma queda moderada do indice de reconhecimento em
curto e longo prazo. Esses achados sdo compativeis a um déficit moderado na memoria de
reconhecimento de curta e longa duracdo, quando comparados aos ratos Sham. Quanto a
memoria de reconhecimento em roedores CLP sobreviventes a sepse ha 30 dias, ndo notamos
uma incapacidade em reconhecer objetos em 2h e 24h, quando comparados ao grupo

controle. Em conjunto, esses dados permtem-nos inferir que a inflamag&o sistémica pode
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culminar em danos persistentes & memoria de reconhecimento de curto e longo prazo em
animais sobreviventes a sepse induzida por CLP.

Similarmente, Tuon et al. (2008) demonstraram a melhora tempo-dependente da
memoria em ratos sobreviventes a sepse induzida por CLP, a qual foi avaliada pelos testes
de reconhecimento de objetos e esquiva inibitdria. Conforme os achados dos autores, 0s
animais CLP apresentaram um acentuado declinio cognitivo em ambos os testes 10 dias apds
a inducéo da sepse, quando comparados ao grupo Sham. Ja em animais CLP avaliados no
30° dia ap0s o inicio da sepse, observou-se um pequeno prejuizo nas memdarias testadas em
comparagao ao grupo controle. Este declinio, por sua vez, tornou-se imperceptivel nesses
animais 60 dias ap06s a inducdo da sepse.

Esses dados corroboram os achados de Michelon et al. (2019), os quais evidenciaram
em roedores submetidos a sepse induzida por CLP o comprometimento da memaria aversiva
no teste de esquiva inibitoria 10 dias apds a indugdo do evento séptico. Além disso, assim
como nos demais estudos, os autores reafirmaram a presenca de déficit das memdrias
testadas de forma atenuada em animais sobreviventes ha 30 dias apds a inducdo da sepse.

Moraes et al. (2014) realizaram o teste de reconhecimento de objetos em roedores
sobreviventes a sepse induzida por CLP e uma significativa reducdo do indice de
reconhecimento foi constatada 9 dias ap6s a inducdo da sepse. Porém, ndo foi observada
diferencga no indicador de memoria de reconhecimento entre os grupos CLP e Sham 30 dias
apos a inducdo da sepse, indicando um resgate da memoria de longo prazo (24h).

Olivieri et al. (2018) mostraram, em ratos Wistar idosos sobreviventes a sepse
induzida por CLP, a presenca de prejuizo na funcdo cognitiva de reconhecimento de longo
prazo, a qual foi avaliada pelo teste de reconhecimento de objetos 90 dias ap6s a indugdo da
sepse. O declinio da memdria de reconhecimento em animais sépticos foi acompanhado pela
presenga expressiva de AP e pelo aumento dos niveis de IL-1 e IL-6 no cortex pre-frontal.
Além disso, foram encontrados niveis aumentados de TNF-o e IL-1p e da atividade da
mieloperoxidase no hipocampo destes animais. Esses achados foram associados ao aumento
da ativacdo microglial induzida pela sepse, a qual foi constatada pelo aumento da expressédo
da proteina adaptadora de célcio ionizada 1 (Ibal). Segundo os autores, neste caso, os déficits
cognitivos de longo prazo em animais CLP sobreviventes mantiveram-se presentes devido a
persisténcia da inflamacgéo sistémica e ao aumento progressivo da deposicdo de AP no

hipocampo, os quais foram somados ao efeito do envelhecimento fisioldgico.
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Segundo Olivieri et al. (2018) a inflamac&o sistémica est4 intimamente associada ao
aumento dos niveis de Ap no SNC, o que leva a prejuizos na discriminagdo de objetos de
curto e longo prazo em animais sobreviventes a sepse. As Ap desencadeiam a ativacdo do
receptor para glicacdo avancada de produtos finais (RAGE), evento esse classificado como
importante na progressdo da morte de neurdnios.

A capacidade cognitiva dos roedores em aprender localizagGes espaciais pode ser
avaliada pelo teste de labirinto aquatico de Morris. Frente a isso, n6s o utilizamos para
investigar se a memoaria e cognicdo espacial em animais sobreviventes a sepse induzida por
CLP também se encontrava prejudicada. Os nossos achados mostram, em ratos
sobreviventes a sepse induzida ha 10 dias, um aumento significativo da laténcia de
aprendizagem durante os 5 dias da etapa de treino. Observamos também um aumento
expressivo da laténcia para chegar ao quadrante alvo, bem como uma reducdo do tempo de
permanéncia no mesmo no dia do teste, em comparagédo aos animais Sham.

Ja em animais CLP testados 20 dias ap0s a inducdo da sepse, notamos apenas um
aumento da laténcia para alcancar a plataforma no segundo dia de treino, quando comparado
ao grupo controle. Embora tenham apresentado uma leve dificuldade para aprender a chegar
a plataforma, esses animais ndo apresentaram prejuizo na memdria espacial no dia do teste.
Quanto aos animais testados 30 dias apds a inducdo da sepse, ndo observamos nenhum
comprometimento na aprendizagem ou memaria espacial. Portanto, esses dados permitem-
nos sugerir que a sepse € capaz de induzir danos a memoria espacial, os quais também sao
atenuados conforme o decorrer do tempo. Quanto aos parametros distancia percorrida e
velocidade, ndo observamos diferenca estatisticamente significativa entre os grupos Sham e
CLP em todos os dias testados. Esses dados reforcam a auséncia de prejuizo locomotor em
animais submetidos a sepse induzida por CLP, a qual foi demonstrada anteriormente pelo
teste de campo aberto.

Em conjunto, os nossos dados reafirmam os achados de Hernandes et al. (2014), que
demonstraram um acentuado prejuizo na memaria espacial no teste de labirinto aquatico de
Morris em 6h, 24h e 5 dias apds a cirurgia em camundongos submetidos ao modelo de sepse
induzida por CLP comparados ao grupo Sham. Segundo os autores, o déficit na memdria
espacial poderia estar relacionado ao intenso estresse oxidativo gerado pela sepse no
hipocampo de animais sépticos.

Similarmente, Shen et al. (2020) mostraram, em camundongos sobreviventes a sepse

induzida por CLP h& 9 dias, uma dificuldade em aprender a localizagcdo da plataforma
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durante os 5 dias da etapa de treino do teste de labirinto aquético de Morris. Esse prejuizo
cognitivo foi acompanhado por um déficit significativo da memaria espacial no dia do teste,
evidenciado pelo aumento expressivo do tempo de laténcia de chegada ao quadrante alvo e
pela diminuicdo do tempo gasto no mesmo quando comparado ao grupo controle. Além
disso, foram exibidos niveis aumentados das citocinas pré-inflamatdrias IL-1p ¢ IL-6 no
hipocampo desses animais, 0 que pode estar relacionado a perda da capacidade cognitiva
espacial.

Luo et al. (2020) também mostraram, em camundongos sépticos, um aumento do
tempo de laténcia na etapa de treino e do tempo gasto no quadrante alvo no dia do teste,
indicando uma perda da capacidade de localizagédo espacial. Esses efeitos foram associados
ao aumento de citocinas pré-inflamatorias no hipocampo de animais sobreviventes a sepse
induzida por CLP.

O estudo de Tian et al. (2019) comprovou mais uma vez que a sepse € capaz de
induzir um dano significativo na memdria espacial em roedores sépticos sobreviventes.
Assim como nos estudos anteriores, tal dano foi acompanhado perifericamente pelo aumento
das citocinas pro-inflamatorias IL-1B, IL-4, IL-6 e TNF-a e pelo aumento do estresse
oxidativo, reducéo da atividade da citrato sintase (enzima que controla o primeiro passo do
ciclo de Krebs), bem como pelo aumento de morte neuronal na regido CA3 do hipocampo.

A morte celular em regies hipocampais € uma das causas primordiais de prejuizos
na memoria de longo prazo. Yin et al. (2020) observaram uma reducdo significativa da
memoria aversiva, evidenciada pela diminuicdo do tempo de congelamento no teste de
condicionamento ao medo, em camundongos submetidos a sepse induzida por CLP ha 13 e
14 dias, quando comparados ao grupo controle. A disfuncdo cognitiva foi evidenciada em
animais sobreviventes a sepse junto a reducdo de todos os marcadores de regulacdo de
neurogénese testados pelos autores no hipocampo, bem como ao aumento da expressédo de
GFAP.

O estudo de Yokoo et al. (2012) comprovou a morte de neurdnios hipocampais 12 e
24 horas apos a indugdo da sepse por CLP em camundongos devido ao aumento da
permeabilidade da BHE, do estresse oxidativo e da resposta inflamatoria, evidenciada pelo
aumento da expressao dos genes da GFAP e das citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-1.

Embora o hipocampo néo seja o local onde as memorias s&o armazenadas, ele exerce
um papel crucial na formacdo de novas memorias e em sua subsequente reativacdo. Essa

regido possui uma capacidade limitada de adquirir informacGes de forma répida e



89

automatica, sem manté-las por muito tempo. Entretanto, com o decorrer do tempo, a
informac&o originalmente disponivel torna-se permanente para outras estruturas cerebrais,
como o cortex, independentemente da atividade hipocampal (CINELLI et al., 2020; SEONG
etal., 2016; VALERO et al., 2014).

O principal mecanismo dessa transferéncia de informac6es é a reativacéo (repeticao)
das configuracGes da atividade neuronal. Em outras palavras, o hipocampo e as estruturas
temporais mediais a ele ligadas sdo imprescindiveis para o desempenho do evento como um
todo, uma vez que dispersa de forma organizada os tragos de memdria. Essa reativacéo
orientada pelo hipocampo induz a criagdo de conexdes diretas entre 0s neuronios corticais,
culminando na formacao de novas memarias visuais e da fungdo de organizacdo da memdria
espacial (CASCELLA; KHALILI, 2021).

Em suma, os dados apresentados em nosso estudo, obtidos a partir de ratos
sobreviventes a sepse induzida por ligadura e perfuracdo cecal, mostraram, em diferentes
dias, uma normalidade da capacidade locomotora/exploratoria nos testes de campo aberto e
labirinto aquatico de Morris. Mesmo assim, esses animais demonstraram um aumento do
tempo de exploragéo ao objeto familiar, uma diminuicdo do tempo de exploracao ao objeto
novo e do indice de reconhecimento em 2 e 24h no teste de reconhecimento de objetos, um
aumento dos tempos de laténcia e para chegar ao quadrante alvo e uma reducdo do tempo de
permanéncia no mesmo no teste de labirinto aquético de Morris.

Além disso, demonstramos que o apice dos prejuizos de memaria e cognicao ocorreu
10 dias apds a inducdo da sepse e que 0s mesmos permaneceram de forma tempo-dependente
a essa condi¢do clinica. Frente a isso, escolhnemos o décimo dia para avaliar o efeito da
curcumina sobre as alteragdes cognitivas e neurodegenerativas induzidas pela sepse, uma
vez que nesse dia foi possivel observar os pardmetros mencionados significativamente
alterados, justificando a exclusdo dos demais dias testados. Portanto, os nossos achados
reafirmam a capacidade da sepse em produzir efeitos caracteristicos aos prejuizos cognitivo

e de memoria.
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5.2 AVALIACAO DO EFEITO DO TRATAMENTO COM CURCUMINA SOBRE AS
ALTERACOES COGNITIVAS E O ESTRESSE OXIDATIVO INDUZIDOS PELA
SEPSE

Ap0s definirmos o décimo dia para avaliar o efeito da curcumina sobre as alteraces
cognitivas e neurodegenerativas induzidas pela sepse, selecionamos, a partir de um estudo
prévio de nosso laboratério, a dose de 50 mg/kg para ser administrada por gavagem nos
animais (REIS, 2018).

H& na literatura um significativo nimero de trabalhos cientificos cujo objetivo é
evidenciar o papel neuroprotetor da curcumina. Porém, estudos que abordem conjuntamente
0 tratamento com curcumina, déficits cognitivos e sepse induzida por CLP ainda
permanecem escassos. Entretanto, é possivel encontrar trabalhos que demonstram o efeito
deste composto sobre os déficits cognitivos em outros modelos experimentais. Diante disso,
o0 presente estudo faz-se importante, pois € o primeiro a investigar os efeitos do tratamento
prolongado com curcumina na dose de 50 mg/kg sobre o comportamento cognitivo em
animais sobreviventes a sepse induzida por CLP utilizando os testes comportamentais de
campo aberto, reconhecimento de objetos e labirinto aquatico de Morris (AKINYEMI et al.,
2018; BAGHBADERANI et al., 2021; SCAPAGNINI et al., 2011; KHAN et al., 2018).

Como esperado, em nosso estudo ndo observamos diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos testados no teste de campo aberto, sugerindo auséncia de
comprometimento locomotor/exploratorio em animais Sham e CLP tratados com veiculo ou
curcumina. Os achados de Bassani et al. (2017) s&o similares ao nosso, uma vez que mostram
a auséncia de deficiéncia locomotora em ratos Wistar machos submetidos a um modelo de
DA e posteriormente ao tratamento por gavagem com veiculo ou curcumina nas doses de
25, 50 ou 100 mg/kg durante 30 dias consecutivos.

Corroborando o estudo anterior, Mei et al. (2020) evidenciaram a auséncia de
alteracdo motora em camundongos controle e transgénicos para DA (APP/PS1) submetidos
aos tratamentos intracerebroventricular (i.c.v) ou por gavagem com veiculo ou curcumina
nas doses de 0,6 mg/pl ou 0,1 mg/g, respectivamente, durante 7 dias. As investigacdes de
Moretti et al. (2021), realizadas em um modelo experimental de déficit cognitivo induzido
por doxorrubicina, também ndo apontaram mudanca na atividade locomotora/exploratoria
em animais controle e submetidos ao tratamento crénico com veiculo ou curcumina (100

mg/kg, v.0), reforgando mais uma vez 0s nossos dados.
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Em nossos achados para o teste de reconhecimento de objetos, os animais tratados
com curcumina na dose de 50 mg/kg (p.o) apresentaram uma reducdo do tempo de
exploracdo ao objeto familiar e um aumento do tempo de exploracdo ao objeto novo e do
indice de reconhecimento em curto e longo prazo 10 dias apos a indugdo da sepse por CLP,
sugerindo a melhora da memdria de reconhecimento nesses animais.

Os nossos dados corroboram os achados de outros modelos experimentais, 0s quais
também evidenciaram a melhora da memoria de reconhecimento apds o tratamento com
curcumina. Moretti et al. (2021) notaram, em animais submetidos ao pré-tratamento com
doxorrubicina, uma disfuncdo cognitiva na tarefa de discriminagdo de objetos, identificada
pelo aumento do tempo de exploragéo ao objeto familiar e reducéo dos parametros tempo de
exploracdo ao objeto novo e indice de reconhecimento de curto e longo prazo no teste de
reconhecimento de objetos. Todavia, foi observado que o tratamento com curcumina (100
mg/kg, v.0) foi capaz de atenuar o prejuizo da memdria de reconhecimento induzido pela
doxorrubicina. Kodali et al. (2018) mostraram um resultado semelhante em ratos Sprague
Dawley submetidos a exposicao diaria a produtos quimicos relacionados a doenca da Guerra
do Golfo e a 5 minutos de estresse de contencdo por 28 dias, 0s quais receberam
posteriormente o tratamento i.p com curcumina (30 mg/kg) durante 30 dias.

Jaques et al. (2013) investigaram, em ratos Wistar, a possivel acdo protetora da
curcumina contra o comprometimento cognitivo induzido por fumaga de cigarro. Os animais
foram pré-tratados por gavagem com curcumina livre (nas doses de 12,5, 25 ou 50 mg/kg)
ou nanoencapsulada (4 mg/kg) e posteriormente submetidos a fumaca de cigarro uma vez ao
dia, por 5 dias na semana durante 30 dias. A exposicdo a fumaca prejudicou
significativamente a memaria de reconhecimento de curto e longo prazo, apontada pelo
baixo indice de reconhecimento no teste de reconhecimento de objetos, quando comparado
aos respectivos grupos controle. Contudo, ambos os tratamentos com as formulacdes de
curcumina (livre e nanoencapsulada) foram capazes de prevenir o prejuizo cognitivo
observado na discriminagédo de objetos.

Similarmente, El-ezz et al. (2018) exploraram os efeitos de melhora da memdria de
reconhecimento por meio dos tratamentos com curcumina e Trans-cinamaldeido (CNM)
sobre a neuroinflamacao induzida por LPS em camundongos. A curcumina e 0o CNM foram
administrados intraperitoneamente, na dose de 50 mg/kg, 3 horas apds uma Unica injecéo de
LPS (0,8 mg/kg, i.p), e a administracdo continuou diariamente por 7 dias. Os resultados

evidenciados no teste de reconhecimento de objetos mostraram que ambos 0s compostos
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foram capazes de melhorar significativamente o prejuizo de longo prazo da discriminagdo
de objetos induzido pelo LPS.

Em um modelo de isquemia cerebral, onde foi observado um aumento no score de
comprometimento neuroldgico e uma reducdo acentuada da discriminacdo de objetos novos
no teste de reconhecimento de objetos, os tratamentos p.o de curto e longo prazo com
curcumina nas doses de 50 ou 100 mg/kg foram capazes de reverter o prejuizo cognitivo no
teste de reconhecimento de novos objetos (DOLATABADI et al., 2019).

De forma semelhante, Bassani et al. (2017) evidenciaram, em um estudo
comportamental por meio do teste de reconhecimento de objetos realizado 60 dias ap6s o
tratamento crénico com curcumina em diferentes doses, a recuperagdo da fungéo cognitiva
de longo prazo prejudicada pela administragdo i.c.v de AP. Os achados de Gutierrez et al.
(2021) corroboram o estudo anterior, uma vez que o0s autores demonstraram que a infuséo
i.c.v de AP causou déficits de memoria de longo prazo nos testes de reconhecimento de
objetos e esquiva inibitéria em camundongos. Contudo, ao tratar esses animais por 12 dias
alternados por gavagem com curcumina (10 mg/kg) e meloxicam (5 mg/kg) conjuntamente,
notou-se a prevengao da perda cognitiva de longo prazo induzida por AP.

Quanto ao uso da curcumina no teste de labirinto aquéatico de Morris para avaliacao
da memoria espacial, observamos, em animais CLP tratados com curcumina (50 mg/kg, p.0)
uma melhora da laténcia durante os 5 dias da etapa de treinos, bem como uma reducédo da
laténcia de chegada ao quadrante alvo com consequente aumento do tempo gasto no mesmo,
quando comparado ao grupo CLP+veiculo. Esses resultados sugerem que o tratamento com
curcumina foi capaz de atenuar os prejuizos da memoria espacial ocasionados pela sepse.

Baghbaderan et al. (2020) exibiram um significativo prejuizo cognitivo espacial no
teste de labirinto aquatico de Morris em roedores submetidos a BDL. Contudo, o tratamento
i.p com curcumina na dose de 40 mg/kg durante 4 semanas foi capaz de evitar o aumento da
laténcia induzida pela BDL, sugerindo a melhora da aprendizagem espacial nesses animais.
Corroborando esse estudo, Wang et al. (2014) demonstraram, em camundongos transgénicos
duplos (APPswe/PS1De9) para DA, os efeitos neuroprotetores da curcumina na prevengao
da perda da capacidade cognitiva espacial no teste de labirinto aquatico de Morris. Nesse
estudo, foi indicado que o tratamento crénico com curcumina, nas doses de 100, 200 ou 400
mg/kg (v.0), foi capaz de reduzir a laténcia nos 5 dias de treino, sugerindo uma melhora do

déficit cognitivo espacial induzido pela DA.
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Cho et al. (2020) observaram uma acentuada perda da memdria espacial no teste de
labirinto aquético de Morris em ratos machos submetidos ao modelo de diabetes tipo 2
espontaneo. Porém, ao serem exercitados e alimentados com uma dieta de ragdo
suplementada com curcumina (5 g/kg) durante 5 semanas, notou-se a reducédo da laténcia e
um aumento da retencdo da memoria espacial em comparacdo ao grupo controle.
Similarmente, os dados de Metha et al. (2019) apontam que camundongos suigos albinos
expostos ao arsénio apresentaram um nivel elevado de deficit cognitivo espacial no teste de
labirinto aquéatico de Morris, evidenciado pelo aumento da laténcia na fase de treino e uma
reducdo significativa do tempo gasto no quadrante alvo no dia do teste, quando comparados
ao grupo controle. Todavia, 0 tratamento cronico (45 dias) com curcumina na dose de 100
mg/kg por gavagem foi capaz de reverter os parametros comportamentais mencionados em
animais do grupo arsénio+curcumina quando comparado ao grupo controle.

O trabalho de Mehmet et al. (2015) foi desenhado para investigar, em ratos Wistar,
0 papel da curcumina no comprometimento cognitivo espacial induzido pela cisplatina. Os
animais, que foram submetidos ao pré-tratamento i.p com cisplatina (5 mg/kg) e ao
tratamento por gavagem com curcumina (300 mg/kg) durante 5 semanas, apresentaram uma
reducdo acentuada da laténcia durante os 3 dias da etapa de treinos, um aumento do nimero
de entradas no quadrante alvo e um maior tempo de permanéncia no mesmo no teste de
labirinto aquético de Morris, o que indica a melhora dos déficits cognitivos espaciais, quando
comparados ao grupo cisplatina+veiculo.

Reforcando os achados anteriores, Sharma et al. (2018) demonstraram que 0 uso a
longo prazo de curcumina na dose de 30 mg/kg foi capaz de atenuar significativamente a
laténcia durante a etapa de treinos e aumentar o nimero de entradas no quadrante alvo e do
tempo gasto no mesmo, no teste de labirinto aquatico de Morris, bem como reduzir o tempo
para localizar a recompensa com menor nimero de erros, no teste de labirinto classico, em
animais submetidos ao pré-tratamento com flor. Esses resultados indicam o efeito protetor
da curcumina contra 0s prejuizos cognitivos espaciais induzidos pelo fldor, o qual foi
semelhante ao observado pelo tratamento com resveratrol (30 mg/kg, v.0).

Adicionalmente, o trabalho de Khan et al. (2019) evidenciou, em ratos Sprague-
Dawley submetidos a indugédo da sepse por LPS (250 pg/kg, i.p) por 7 dias e ao tratamento
com curcumina (300 mg/kg, i.p) por 14 dias, a melhora acentuada da memoria espacial,
indicada pela reducdo significativa do tempo de laténcia e aumento expressivo dos

parametros numero de travessias para o quadrante alvo e tempo gasto no quadrante alvo no
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teste de labirinto aquatico de Morris, alem do aumento da porcentagem de alteracdo nas
tarefas no teste de labirinto em Y, quando comparados ao grupo controle.

Conforme demonstrado nesses trabalhos, € claro o papel da curcumina na
recuperacdo dos prejuizos cognitivos espaciais em diferentes modelos experimentais e o
nosso estudo reafirma esses dados. Vale ressaltar que ambos os comprometimentos
cognitivos (de discriminagé@o de novos objetos e espacial) foram atenuados pelo tratamento
com curcumina 10 dias apds a inducdo da sepse por CLP.

Existem varias hipoteses que elucidam a melhora da funcéo cognitiva apds o uso da
curcumina. As acdes antioxidante, anti-inflamatéria e antiapoptética sdo uma delas, pois
modulam processos bioquimicos debilitantes envolvidos no prejuizo cognitivo como: a
morte de neurdnios induzida pelo estresse oxidativo, inflamacéo e disfun¢do mitocondrial
(os quais também ocorrem durante a sepse) (HE et al., 2015; TSAI et al., 2021).

Embora ndo tenhamos obtido diferenca estatistica entre os grupos testados no teste
de ANOVA, observamos por meio do tamanho do efeito o potencial antioxidante da
curcumina pela primeira vez em um modelo de sepse induzida por CLP. Notamos em
animais CLP+veiculo um aumento significativo de nitrosilacdo proteica (producdo de NO),
NadpH (producdo de ROS) e de TBARS (dano oxidativo) e uma reducdo da capacidade
antioxidativa total (Trap) e dos niveis de GSH livre e total, em relacdo ao grupo
Sham+veiculo. Porém, ao receberem o tratamento com curcumina, 0s animais CLP
apresentaram uma reversao significativa dos parametros mencionados, sugerindo a melhora
do estresse oxidativo induzido pela sepse.

Sabe-se que a quantidade de ON e ROS produzidos ajudam na defesa contra
patdgenos invasores, portanto, é critica para a resposta inflamatoria e para o sistema imune
inato. Por outro lado, concentracdes inadequadamente altas podem culminar em efeitos
toxicos e deletérios em uma variedade de doencas humanas como a sepse, por exemplo. As
atividades dessas moléculas oxidantes séo altamente dependentes da concentragdo e, por
isso, a regulacdo da producéo é essencial para manter as funcdes fisiologicas adequadas e
para controlar os seus efeitos deletérios (ABRAHAMS et al., 2019; CINELLI et al., 2020;
LEO; CAMPOS, 2019).

Estudos in vitro relataram que a curcumina protege o cérebro da peroxidacéo lipidica
e previne o dano oxidativo do DNA pela regulacéo de radicais hidroxila (HO), ON e ROS.
Esse composto também foi descrito como um potente ativador da enzima glutationa S-

transferase e, consequentemente, um indutor efetivo do aumento do conteddo de GSH em



95

células cerebrais (BANERJEE, 2016; GONZALEZ-REYES et al., 2008; ISHRAT et al.,
2009; MAZZANTI; GIACOMO, 2016; NISHINAKA et al., 2007).

Lin et al. (2001) demonstraram em ratos a capacidade da curcumina de reduzir os
niveis cerebrais de proteinas oxidadas contendo grupos carbonila. Belviranli et al. (2013)
também evidenciaram uma acdo antioxidante pela diminuicdo significativa dos niveis do
fator oxidativo malondialdeido (MDA) no tecido cerebral apds a suplementacdo com
curcumina. Corroborando os achados anteriores, Banji et al. (2014) mostraram em roedores
que o tratamento com curcumina reduziu efetivamente os niveis de caspase-3 clivada e
enzimas mitocondriais na regido CA1 do hipocampo, protegendo o cérebro contra os danos
oxidativos.

Monroy et al. (2013) demonstraram que o tratamento com curcumina reprime a
transcricdo do gene de resposta de crescimento precoce 1 (Egr-1), que medeia TNF-a, IL-
1B, IL-8, MIP-1p e MCP-1 por meio da interagdo com A em ratos. Hamaguchi et al. (2010)
observaram, no cérebro de camundongos transgénicos (Tg2576) para DA, que o tratamento
com curcumina foi capaz de reduzir significativamente os niveis de proteinas oxidadas, de
IL-1B e de AB. Begum et al. (2008) também observaram uma menor oxidacdo de proteinas
em camundongos transgénicos (Tg2576) tratados com curcumina e sugeriram que a ponte
dienona, presente na estrutura quimica da curcumina, é necessaria para isso.

As atividades antioxidante e anti-inflamatoria da curcumina também foram
evidenciadas em modelos de sepse induzida por CLP. Savcun et al. (2013) investigaram os
efeitos antioxidantes e antiinflamatorios da curcumina durante a sepse induzida por CLP em
ratos Wistar. Nesse estudo, os ratos sépticos foram submetidos a administracdo i.p de
curcumina na dose de 200 mg/kg logo apds a perfuracdo cecal e 12 horas ap0s a cirurgia. O
tratamento agudo com curcumina foi capaz de reduzir significativamente os niveis sericos
de TNF-a e IL-1B, bem como o de mieloperoxidase (MPO) tecidual (enzima responsavel
por produzir ROS), quando comparado ao tratamento com veiculo. Os achados de Yang et
al. (2013) corroboram o estudo anterior, uma vez que a administracdo de 200 mg/kg de
curcumina durante 3 dias reduziu acentuadamente o fator oxidativo, a inflamacéo e o dano
estrutural das células miocardicas, bem como aumentou os niveis de SOD durante a sepse
induzida por CLP.

O estudo conduzido por Xido et al. (2012) investigou os efeitos da curcumina em
ratos submetidos ao CLP e posteriormente ao tratamento i.p com curcumina nas doses de 50

ou 200 mg/kg, 6, 12 e 24 horas apds a indugdo da sepse. Os autores relataram que o
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tratamento com curcumina em ambas as doses foi capaz de atenuar significativamente o
aumento das atividades de MPO e MDA e a producdo de citocinas pré-inflamatorias
induzidos pela sepse no tecido pulmonar. Além disso, a curcumina também foi capaz de
diminuir o nimero de células inflamatorias no sangue e no liquido do lavado broncoalveolar.

Liu et al. (2017) elucidaram em ratos o papel fitoterapico da curcumina durante a
sepse induzida por CLP. Os ratos CLP, tratados por gavagem com curcumina nas doses de
100 ou 200 mg/kg durante 45 dias, apresentaram um aumento do nivel de SOD e uma
reducdo das atividades de MPO e MDA e dos niveis de expressao de IL-1B, TNF-a e do
fator inibidor de macréfagos nos tecidos pulmonares, quando comparados ao grupo
CLP+veiculo. O trabalho de Aktas e Yildiran (2013) corrobora o estudo anterior, uma vez
que demonstra o efeito antioxidante do pré-tratamento oral com curcumina (100 mg/kg)
sobre o estresse oxidativo em ratos com lesdo pulmonar induzida pela sepse. Os dados
mostram que a curcumina foi capaz de prevenir o aumento da atividade de MDA, MPO e
NO e a redugdo dos niveis de CAT e SOD induzidos por CLP.

A curcumina contém altos niveis de compostos antioxidantes, incluindo ligacGes de
duplo carbono, anéis fenil e grupo B-diceto. Estudos adicionais em ratos mostraram que a
propriedade lipossoluvel desse composto possibilita a protecdo da membrana celular, uma
vez que a curcumina é capaz de neutralizar HO, ON, ROS e peroxido de hidrogénio e induzir
0 aumento da atividade de enzimas antioxidantes como SOD, CAT, quinona redutase
induzida e glutationa S-transferase (KARIMI et al., 2019; NIMSE; PAL, 2015; PARK et al.,
2020).

Outro importante marco patolégico nos distarbios neurodegenerativos é representado
pela inflamac&o cerebral. Mediadores inflamatérios, como citocinas e quimiocinas liberadas
por células ativadas (microglia, astrocitos, macrofagos e linfécitos), contribuem para o
aumento do estresse oxidativo e consequentemente para o dano neuronal durante a sepse.
Estudos relatam que a curcumina regula as respostas inflamatorias suprimindo a atividade
dos fatores de transcricdo como NFkB e AP-1. Além disso, a curcumina bloqueia a indugdo
da enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) e inibe a lipoxigenase e a ciclooxigenase-
2 (COX-2) (BENGMARK et al., 2006; HE et al., 2015; MAZZANTI; GIACOMO, 2016;
NANJI et al., 2003; SANDUR et al., 2007).

Estudos in vitro e in vivo também mostraram que a curcumina é capaz de impedir a
sintese e a liberag&o de citocinas pro-inflamatérias TNF-a, IL-1p, IL-2, IL-6, IL-8 e IL-12.

Boozari et al. (2019) elucidaram o papel anti-inflamatério deste composto, evidenciando o
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seu efeito modulador sobre o receptor TLR4. Sabe-se que a ativacéo deste receptor culmina
em uma série de eventos de sinalizagdo intracelular, os quais induzem a ativacao de NF-kB
com consequente producao de citocinas pro-inflamatdrias, ROS e ON.

O estudo de Gradisar et al. (2007) mostrou que a curcumina se liga com afinidade a
Proteina de Diferenciacdo Mieldide 2 (MD2), que é o componente de ligacdo ao LPS do
complexo MD-2/TRL4. Corroborando esse trabalho, Zang et al. (2018) relataram a
competicdo de um analogo de curcumina com o LPS para a ligacdo ao complexo
MD2/TRL4, sugerindo que esse composto poderia ter uma acao inibitoria de MD2. Young
et al. (2006) demonstraram ainda que, durante a sinalizacdo do TRL4 induzida por LPS, a
curcumina foi capaz de exercer efeitos inibitdrios através de vias dependentes das proteinas
MyD88 e TRIF, bloqueando os processos inflamatorios e oxidantes.

A curcumina possui também a capacidade de inibir outros mediadores inflamatorios,
como a proteina quimiotatica de macréfagos-1 (MCP-1), o fator 6 associado ao receptor de
TNF (TRAF6), a proteina inflamatéria macrofagica-2 (MIP-2), a quinase associada ao
receptor IL-1 (IRAK1) e a expressao de NF-kB, evidenciando-nos seu efeito na expressao
das citocinas associadas a via de sinalizacdo do TRL4 (KATO et al., 2014; PENG et al.,
2010).

A inflamacdo e o estresse oxidativo também exercem um papel importante no
desenvolvimento da disfuncdo da BHE, bem como na morte de neurénios. A literatura tem
proposto que a curcumina protege a BHE e os neurdnios contra os danos causados pela sepse
devido a sua capacidade de atingir concentracdes cerebrais suficientes para ativar eventos
de transducgdo de sinais e reduzir fatores deletérios ao cerebro (ANGELOVA; ANDREY;
ABRAMOV, 2020; SCAPAGNINI et al., 2011).

Zhao et al. (2016) mostraram, em camundongos submetidos a sepse induzida por
CLP, um intenso edema cerebral e aumento da expressdo de Bax, bem como uma reducao
significativa da atividade mitocondrial e das expressdes de Bcl2 e MMP. Em conjunto, esses
dados indicam a perda da integridade da BHE, acompanhada de disfun¢do mitocondrial e
apoptose celular em animais sépticos. Contudo, o tratamento por gavagem com curcumina
na dose de 100 mg/kg durante 7 dias reduziu significativamente o edema cerebral em animais
CLP. Além disso, os animais CLP+curcumina apresentaram uma atenuacdo da apoptose
neuronal induzida pela sepse, evidenciada pela diminuicéo da expresséo de Bax e do niUmero
de neurénios dUTP nick-end labeling (TUNEL) positivos e pelo aumento das expressdes de

MMP e Bcl2, qguando comparados ao grupo CLP+veiculo.
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Similarmente, Vachharajani et al. (2010) mostraram, em camundongos pré-tratados
com curcumina (100 mg/kg, i.p) durante 48 ou 72 horas e posteriormente submetidos a
inducdo da sepse por CLP, a reducdo da disfuncdo da BHE e da adesdo leucocitaria e
plaquetaria induzidas pela sepse, via modulacdo da expressdo da P-selectina (proteina
responsavel pela adesédo de leucdcitos no endotélio vascular e da cascata precoce de eventos
que culminam em processos inflamatorios).

Em um modelo de lesdo medular espinhal, Li et al. (2021) observaram, em ratos
Sprague Dawley tratados com injecédo intramuscular percutanea de curcumina na dose de 60
mg/kg por 3 semanas, a melhora da integridade da medula espinhal, remielinizagédo e
supressao da resposta inflamatoria e da apoptose neuronal. Zhou et al. (2020) notaram um
resultado semelhante ao estudo anterior, no qual os neurbnios de ratas Sprague Dawley
submetidas a hipoxia apresentaram uma menor neurodegeneracgdo e niveis de expressao de
caspase-3, TNF-a e IL-6 ap0s o tratamento com curcumina em diferentes doses.

Ja Kuo et al. (2011) notaram uma melhora significativa dos niveis de glutamato e da
preservacdo do seu transportador em ratos submetidos a hemorragia subaracnoidea (HAS) e
posteriormente ao tratamento i.p com curcumina 20 mg/kg durante 6 dias. Além disso, foi
observado em animais do grupo HAS+curcumina o aumento das atividades das enzimas
superoxido dismutase e catalase, bem como a uma reducdo significativa de MDA e dos
escores de degeneracdo neuronal e neuroldgicos, quando comparados ao grupo controle. O
trabalho de Huang et al. (2018) reafirma esses dados, pois evidenciou a atenuacdo de
parametros neurodegenerativos e apoptoticos em ratos submetidos a lesdo axonal difusa e
posteriormente ao tratamento intraperitonial com curcumina na mesma dose. Os autores
sugeriram que a propriedade antiapopt6tica da curcumina poderia estar relacionada a sua
capacidade em modular a via do fator 2 relacionado ao fator eritroide 2 (Nrf2).

O Nrf2 é reconhecido como o principal fator responsivo ao estresse que melhora os
efeitos adversos de diferentes agentes estressores, tais como: inflamacéo, estresse oxidativo,
xenobidticos, proteinas mal dobradas e metabdlitos excessivos. Em condigdes basais, esse
fator de transcri¢do encontra-se associado a duas moléculas de proteina 1 associada a ECH
semelhante a Kelch (Keapl), conhecida como repressor natural do Nrf2, uma vez que o
mantém no citoplasma celular. A Keapl atua como intermediario para a ligacdo do complexo
culina ubiquitina ligase E3 e proteina caixa de anel 1 (Cul3:Rbx1), o qual é responsavel por
marcar o Nrf2 para ubiquitinacdo e degradacdo via proteassoma 26S. Dessa forma, em

condicBes fisiologicas, a Keapl modula a concentracdo de Nrf2 no citoplasma celular
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(JIANG et al., 2020; KARIMI et al., 2019; VASCONCELOS et al., 2019; TABRIZI et al.,
2019; XIE et al, 2017).

No entanto, quando a célula é exposta a estimulos estressores, como durante a sepse,
alguns residuos reativos de cisteina em Keapl sdo oxidados. Esse evento, por sua vez, altera
a conformagdo da Keapl e induz a liberagéo e ativacdo do Nrf2 no citoplasma celular. O
Nrf2 também pode ser ativado por meio da acdo direta de proteinas quinases tais como
proteina quinase regulada por sinal extracelular (ERK), Jun N-terminal quinase (JNK),
fosfatidilinositol-3-quinase (PI13K) e proteina quinase C (PKC), as quais atuam fosforilando
0 Nrf2 em residuos de serina ou treonina, facilitando a sua dissociagdo da Keapl e posterior
ativagdo e translocacgdo nuclear (Figura 27) (HASSAN et al., 2019; HAHN; OLIVEIRA;
BOCK, 2017).

Figura 27 — Representacdo esquematica da sinalizacdo de Nrf2
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Fonte: HAHN; OLIVEIRA; BOCK, 2017.

Nota: Em condicOes basais, o Nrf2 permanece no citoplasma associado a duas
moléculas de Keapl. A associacdo Keapl permite a ligacdo do
complexo Cul3:Rbx1, que marca o Nrf2 para degradacdo via
proteassoma. Em resposta a estimulos estressores, a Keapl sofre a¢éo
oxidante de cisteinas reativas e/ou Nrf2 sofre fosforilacdo direta pela
acdo de proteinas quinases, permitindo a sua liberagdo no citoplasma
e posterior translocacdo para o nlcleo celular. Uma vez presente no
nicleo, ativa genes envolvidos na resposta anti-inflamatoria,
antioxidante, citoprotecdo e senescéncia celular.
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Como mostrado na figura 27, as moléculas de Nrf2 presentes no ndcleo celular
associam-se a heterodimeros de proteina fibrossarcoma musculoaponeurdtico pequeno
(sMaf), formando complexos Nrf2:sMaf. Esses complexos, por sua vez, se ligam aos
elementos de resposta antioxidante (ARE) e/ou de resposta eletrofilica (EpRE) na regiao
promotora dos genes alvo e iniciam o processo de transcricdo de diferentes proteinas,
enzimas antioxidantes e enzimas da fase Il de detoxificagdo do metabolismo. Dessa forma,
0 Nrf2 consegue induzir respostas de protecdo e aumento da sobrevivéncia celular frente a
diferentes estimulos estressores (HAHN; OLIVEIRA; BOCK, 2017).

Evidéncias recentes mostram que o efeito neuroprotetor da curcumina também pode
estar relacionado a sua capacidade de regular a resposta imune a infeccdo visando a
modulacdo da atividade de Nrf2, a qual é conduzida para inibir a inflamacédo e o estresse
oxidativo. O efeito da curcumina mostrou-se eficaz na ativacao do sistema de desintoxicagédo
da fase Il por meio da modulacéo de Nrf2/ARE, melhorando a resposta oxidativa em animais
sépticos (ANGELOVA; ANDREY; ABRAMOQV, 2021; FARD et al., 2022; GRILC; SOVA;
KRISTL, 2021; HASSAN et al., 2019; SCAPAGNINI et al., 2011).

Xie et al. (2014) mostraram em ratos submetidos a lesdo cerebral traumatica e
posteriormente ao tratamento por gavagem com curcumina (200 mg/kg), a melhora evidente
do estresse oxidativo, apoptose neuronal, volume de agua no cérebro e da pontuagdo de
gravidade neuroldgica. Segundo os autores, os efeitos antiapoptdticos ocorreram pela
capacidade desse composto de aumentar a expressdo de Bcl-2 e reduzir significativamente a
atividade da caspase-3 clivada. Além disso, foi evidenciado um aumento da translocagéo
nuclear de Nrf2 induzido pela curcumina, o que foi capaz de aumentar a expressdo de genes
responsaveis por impedir a reducdo da atividade anti-inflamatdria e antioxidante. Esse efeito
induziu um aumento expressivo da atividade de enzimas antioxidantes e a diminui¢cdo da
lesdo cerebral, sugerindo que a ativacdo do eixo Nrf2/ARE induzida pela curcumina pode
ser eficaz contra a morte neuronal em ratos com leséo cerebral traumatica.

Dong et al. (2018) evidenciaram que a administra¢do por gavagem de curcumina (50
mg/kg) pode reduzir a lesdo do cortex ipsilateral, a infiltracdo de neutrofilos e a ativagdo da
micrdglia em ratos com lesdo cerebral traumatica. Os efeitos desempenhados por esse
composto levaram ao aumento da sobrevida dos neurdnios, bem como a reducéo da apoptose
associada ao trauma. Descobriu-se nesse trabalho que o Nrf2 foi o principal mediador desses
efeitos, uma vez que a delecdo desse fator de transcri¢do reduziu o impacto neuroprotetor da

curcumina.
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Wau et al. (2013) exibiram um rapido aumento da expressao intracelular de NadpH e
quinona oxidorredutase 1 (NQO1), bem como uma redugdo da fosforilagdo de Akt e
expressao de Nrf2 em neurdnios de ratos submetidos a lesdo cerebral isquémica. Entretanto,
ao tratar as células com diferentes concentracbes de curcumina (2,5, 5,0, 10 ou 25 uM),
observou-se uma clara atenuacdo dos danos oxidativos induzidos pela isquemia cerebral,
indicada pelo aumento da expressdo de NQOL1 e da atividade de ligagcdo de Nrf2 ao ARE.

Reforcando o estudo anterior, Dai et al. (2018) mostraram, em ratos submetidos ao
tratamento com curcumina (100 mg/kg, i.p), uma melhora significativa da leséo cerebral
secundaria induzida por trauma encefélico apontada pela redugdo do conteudo de agua
cerebral. Além disso, o tratamento com curcumina diminuiu significativamente o nivel de
caspase-3 clivada e aumentou a atividade de enzimas antioxidantes e a expressédo de Bcl-2,
heme-oxigenase 1 (HO-1), NQO1 e Nrf2.

Li et al. (2016) também relataram o efeito neuroprotetor da curcumina. Nesse estudo,
observou-se uma reducéo significativa do edema cerebral, da ruptura da BHE, do estresse
oxidativo e da expressdo de NFkB e a regulacéo positiva de Nrf2 em ratos Wistar submetidos
ao tratamento i.p com curcumina na dose de 300mg/Kg 30 minutos apds a oclusdo da artéria
média cerebral, quando comparados ao grupo isquemia+veiculo. Esses dados sugerem que
os efeitos protetores da curcumina contra a leséo cerebral refletem atividades antioxidante,
anti-inflamatoria e antiapoptotica, as quais culminam na elevacdo de Nrf2 e regulacdo
negativa de NFkB.

O trabalho desenvolvido por Daverey e Agrawal (2018) destinou examinar em
astrdcitos o efeito antioxidante comparativo dos tratamentos com curcumina e resveratrol.
Ap0s a exposicao dos astrocitos ao perdxido de hidrogénio por 4 ou 24h, notou-se que ambos
0s compostos aumentaram significativamente a sobrevivéncia celular. Além disso, foi
observado que o resveratrol foi capaz de inibir acentuadamente a producdo de ROS em
ambos 0s momentos, enquanto a curcumina mostrou-se eficaz apenas em 4h, sugerindo que
a curcumina € mais ativa na inibicdo de ROS na fase inicial do insulto oxidativo. Ao
comparar a expressdo de NFkB, o tratamento com curcumina mostrou melhor agéo anti-
inflamatdria, enquanto o tratamento com resveratrol ndo obteve nenhum efeito.

Curiosamente, a curcumina mostrou uma regulacao positiva na expressdo nuclear de
Nrf2 em 24h, ja o resveratrol ndo apresentou efeito apds esse tempo de incubacdo. Com base
nessas observacdes, é possivel inferir que o tratamento com curcumina € mais eficaz nas

primeiras horas apés a inducdo do estresse oxidativo, a medida que o resveratrol é eficaz
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apenas nas Ultimas horas, sugerindo que o resveratrol pode ou néo ter efeito imediato nos
astrocitos.

Sabe-se que o astrocito é o tipo de célula mais comum do SNC e que desempenha
um papel crucial nas principais patologias que ocorrem morte celular. Estudos mostraram
que niveis aumentados de GSH em astrocitos também pode ser um componente importante
da protecdo observada pela ativacdo de Nrf2 mediada pela curcumina. A GSH é sintetizada
pela acdo consecutiva das enzimas glutamato-cisteina ligase e glutationa sintetase. As
subunidades cataliticas glutamato-cisteina ligase (GCLC) e modificadora (GCLM)
compdem o complexo enziméatico limitante de velocidade para a sintese de GSH.
Interessantemente, GCLC e GCLM s&o aumentadas pela ativacdo de Nrf2. Alguns autores
evidenciaram que a ativacdo de Nrf2 em astrdcitos leva a sintese de GSH mais eficiente,
elevando mais o seu contetido nessa célula do que em neurénios (CHOI et al., 2014; DAI et
al., 2018)

O aumento da sintese e secre¢do de GSH pelo astrdcito é conhecido por melhorar o
status antioxidante de neurénios co-cultivados e consequentemente protegé-los. Alguns
estudos mostraram que a GSH secretada pode defender os neurdénios atuando como
antioxidante no compartimento extracelular e/ou aumentando a disponibilidade de
precursores para a sintese de GSH e o seu nivel neuronal, atenuando consequentemente a
morte neuronal (OKSANEN et al., 2020).

A morte de neurdnios colinérgicos e o aumento da atividade da enzima
acetilcolinesterase (AChE) (responsavel por degradar a acetilcolina (ACh) na fenda
sinaptica) também contribuem para o desenvolvimento dos déficits cognitivos e de memoria
durante a sepse. Sabe-se que a ACh, em conjunto com outros neurotransmissores, é capaz
de alterar o equilibrio das contribuicGes de diferentes sistemas neuronais, favorecendo a
aprendizagem e a formacdo da memoria. Uma forte predicéo dessa hipdtese é que a liberagdo
de ACh no hipocampo permite ao rato identificar a estratégia cognitiva a ser utilizada (para
vantagem ou desvantagem), quando confrontado com diferentes situacdes de aprendizagem
(HAAM; YAKEL, 2017; HASSELMO, 2006; ZUJALOVIC et al., 2020).

Alguns estudos que abordaram as atividades bioldgicas da curcumina demonstraram
que esse composto também possui uma acdo anticolinesterasica, melhorando a memdria de
ratos. Akinyemi (2017) buscou avaliar em ratos o efeito do tratamento por gavagem com
curcumina (12,5 ou 25 mg/kg) na atividade da AChE e no comprometimento da memoria

induzido pelo pré-tratamento com cadmio. Os resultados desse estudo revelaram uma
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reducdo significativa da tarefa de reconhecimento de novos objetos (no teste de
reconhecimento de objetos), bem como um aumento da atividade cerebral da AChE e do
estresse oxidativo em ratos tratados com cadmio. Contudo, ao tratar os animais com
curcumina, observou-se a melhora da memdria de reconhecimento e a atenuacdo da
degradacgdo da ACh e do estresse oxidativo induzidos pelo cadmio.

Corroborando o estudo anterior, da Costa (2017) mostrou, em ratos expostos aos
tratamentos crénicos com cadmio e curcumina (30, 60 ou 90 mg/kg, p.0), uma reducédo do
tempo de laténcia no teste de esquiva inibitdria e da atividade da AChE em diferentes regides
cerebrais, sugerindo um possivel mecanismo de acdo para suas propriedades de
aprimoramento cognitivo em condicdes toxicas para 0 SNC.

Ja o trabalho de Oz (2015) foi desenhado para investigar o papel do tratamento com
curcumina (300 mg/kg) sobre o comprometimento cognitivo induzido pela cisplatina em
ratos Wistar. Os resultados mostraram que o tratamento com curcumina foi capaz de
melhorar o tempo de laténcia na etapa de treino, bem como o tempo de permanéncia no
quadrante alvo (no dia do teste) no teste de labirinto aquéatico de Morris, em relacdo ao grupo
controle. Além disso, foi observada uma queda substancial da atividade da AChE e dos
niveis de MDA e SOD no hipocampo de animais cisplatina+curcumina. Em conjunto, esses
achados indicam que o tratamento com curcumina foi capaz de melhorar o
comprometimento da memoria espacial e o estado oxidativo induzidos pela cisplatina.

Wu (2017) evidenciou, em camundongos machos submetidos a cirurgia de ligacéao e
perfuracdo cecal e posteriormente ao tratamento crénico por gavagem com curcumina nas
doses de (50, 100 ou 200 mg/kg), a melhora dose-dependente das memorias de
reconhecimento e espacial (nos testes de reconhecimento de objetos e labirinto aquatico de
Morris, respectivamente) e da atividade das enzimas antioxidantes SOD, GPx e CAT com
uma consequente reducdo da atividade da AChE, quando comparado ao grupo controle.

O estudo molecular desenvolvido por Tello-Franco (2013) sugeriu que a agao
anticolinesterasica desempenhada pela curcumina pode estar relacionada a presenca dos dois
anéis aromaticos e pela distancia entre eles na sua molécula estrutural. Fatores esses que
permitem que esse composto e seus derivados interajam favoravelmente por meio da
formacdo de ligagdes de hidrogénio com os sitios quaternarios e acil presentes
perifericamente na estrutura da AChE. Por sua vez, essa interacdo leva a reducéao da atividade
da AChE e ao consequente aumento dos niveis ACh na fenda sinaptica. O aumento da

disponibilidade de ACh favorece consideravelmente a interagdo com o0s receptores
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colinérgicos pés-sinapticos, culminando no melhor desempenho do individuo durante os
processos cognitivos.

Outro mecanismo envolvido na recuperacao dos processos cognitivos e de memodria,
que merece ser destacado, € o de neuroplasticidade. A neuroplasticidade € definida como a
capacidade do cérebro de mudar ou adaptar-se as alteracBes fisioldgicas ou patoldgicas
resultantes da interagdo com o ambiente. O BDNF é considerado um mediador instrutivo da
plasticidade funcional e estrutural do SNC, uma vez que é uma das neurotrofinas mais
distribuidas e amplamente estudadas no cérebro (COLUCCI-D’AMATO; SPERANZA;
VOLPICELLLI, 2020).

Sabe-se que a reducdo do nivel de BDNF no cérebro € capaz de afetar
consideravelmente a aprendizagem e a memoria. Nesse sentido, estudos envolvendo o efeito
da curcumina sobre a memdria e cognicdo tém demonstrado que esse composto é capaz de
modular a liberacdo de BDNF no cérebro e recuperar as fungdes neurocognitivas. Nam
(2014) mostrou uma reducdo do tempo de laténcia no teste de labirinto aquatico de Morris
em camundongos submetidos ao modelo de envelhecimento induzido por D-galactose e
posteriormente ao tratamento crénico com curcumina (100 mg/kg, p.o). A melhora da
aprendizagem espacial foi acompanhada pela reducao da proliferagéo celular e pelo aumento
dos niveis de CREB fosforilado e BDNF hipocampais.

Zhang (2015) mostrou o impacto positivo do tratamento intraperitoneal com
curcumina (50, 100 ou 200 mg/kg) sobre a memoria espacial e os niveis de BDNF de ratos
que receberam Ap intraverebroventricularmente. O tratamento com curcumina foi capaz de
reverter de forma dose-dependente os déficits cognitivos induzidos por AP, bem como
aumentar os niveis de BDNF e ERK fosforilado no hipocampo.

Ja o estudo desenvolvido por Liu (2014) objetivou determinar se a administracdo de
curcumina (10 mg/kg, p.o) influencia os déficits cognitivos induzidos pelo estresse
imprevisivel crénico. Os dados obtidos a partir do teste de labirinto aquatico de Morris
mostram que esse composto reduziu o tempo de laténcia (durante a etapa de treinos) e
aumentou o tempo de permanéncia no quadrante alvo (no dia do teste) em animais
estressados. Além disso, foi observado nesses animais um aumento significativo da
expressdo de BDNF e ERK fosforilado no hipocampo, sugerindo que os efeitos cognitivos
da curcumina em ratos estressados podem estar relacionados a sua aptiddao em promover a
via BDNF/ERK hipocampal.
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Conforme demonstrado nesses estudos, sdo claros os efeitos pleiotropicos da
curcumina para a recuperacao das tarefas cognitivas. Frente a essas informacdes, sugerimos
que o tratamento com curcumina na dose de 50 mg/kg é capaz de atenuar os deficits
cognitivos e o estresse oxidativo induzidos pela sepse, possivelmente pela sua capacidade
de modular as respostas inflamatorias e oxidantes através da ativacdo das vias NFkB e Nrf2.
Sugerimos, ainda, que esse composto também recupera as fungdes cognitivas prejudicadas
pela sepse por meio da reducdo da atividade da AChE e promocdo da neuroplasticidade pela
ativacdo da via BDNF/ERK.
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6 CONCLUSAO

Os resultados do presente trabalho permite-nos inferir que a sepse induzida por
ligacdo e perfuracdo cecal induz prejuizos nas de memdrias de reconhecimento (em 2 e 24
horas) e espacial 10 dias apds o CLP, os quais permaneceram de forma tempo-dependente a
essa condicdo clinica.

Os dados deste estudo também demonstram que o tratamento oral com curcumina,
na dose de 50 mg/kg durante sete dias consecutivos, diminuiu os déficits cognitivos
observados nas tarefas de reconhecimento de objetos (em 2 e 24 horas) e espacial 10 dias
apos a inducédo da sepse.

Além disso, o tratamento com curcumina foi capaz de modular a resposta oxidante
induzida pela inflamacdo sistémica, observado pela reducdo dos niveis de nitrosilacdo
proteica, NADPH, TBARS e Trap, e aumento dos niveis de GSH livre e total. Sendo assim,
evidenciamos que a curcumina reverte os deficits cognitivos e de memoria causados pelo

CLP por meio da sua acdo antioxidante.
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ANEXO 1

A seguir, as Figuras 22, 29 e 30 mostram respectivamente o desempenho
comportamental em animais submetidos ao teste de reconhecimento de objetos 10, 20 ou 30

dias apo6s a inducdo da sepse.

Figura 28— Desempenho comportamental em animais submetidos ao teste de reconhecimento de
objetos, 10 dias ap6s a simulagdo ou inducdo da sepse pela cirurgia de ligagao e
perfuracdo cecal.

Sham CLP
A B c
60 80
o< P o 1.0
g g 5
=5 = £ 60 g 0.8
o0 * 20 S
%-E 407 %o ¥ 2 Kkkk
o= v 3 € < 0.6+
25 8 < 404 o«
~ ~ O o £
n O R x ¢ 0.44
~ 204 == [J)
o 2 oo =
a Q a o 20 °
€ © E o o 0.2+
o O O O 5
- © [ [
0 0 00
D
E
30 E
o . 80 o 107
lg§ o <
@ < @)
55 g3 E 08 o
3 » 20 SE 60 S
s = So * ﬁgo.e-
[ o g o«
Ss g € 40- S
o —~ 0 x o 0.4
0510— 3"5 o
o S 2 5o
£ go 20 g 0.2-
Qo o 5 =
he] ~ £
0 0 0.0

Fonte: Autora.

Nota: Em A e D, temos o pardmetro tempo de exploragdo ao objeto familiar (s). Em B e E, o
pardmetro tempo de exploracdo ao objeto novo (s). Em C e F, o parametro indice de
reconhecimento de objetos em animais sobreviventes ha 10 dias ap6s cirurgia de ligacao e
perfuracdo cecal (n = 10). Estatistica: teste de t-Student. * p < 0,05, ** p < 0,01 e **** p <
0,0001 comparados ao grupo Sham.



Tabela 16 - Analise do tamanho do efeito por meio do d Cohen no teste
reconhecimento de objetos, entre os grupos Sham e CLP, 10 dias
apos a inducdo da sepse pela cirurgia de ligacdo e perfuracdo cecal.

Parametros d Cohen
2h 24h
Tempo de exploracdo ao objeto d=1,07 d=1,07
familiar
Tempo de exploracéo ao d=134 d=134

objeto novo

indice de reconhecimento d=251 d=2,51

Fonte: Autora.
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Figura 29 — Desempenho comportamental em animais submetidos ao teste de reconhecimento
de objetos, 20 dias apds a inducdo da sepse pela cirurgia de ligacdo e perfuragao
cecal
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Fonte: Autora.

Nota: Em A e D, temos o pardmetro tempo de exploracdo ao objeto familiar (s). Em B e E, 0
pardmetro tempo de exploragdo ao objeto novo (s). Em C e F, o pardmetro indice de
reconhecimento de objetos em animais sobreviventes ha 20 dias ap6s cirurgia de ligacéo
e perfuracdo cecal. Estatistica: teste de t-Student (n = 10). ** p < 0,001 comparado ao
grupo ShaMm

Tabela 17- Andlise do tamanho do efeito por meio do teste d Cohen no teste
reconhecimento de objetos, em grupos Sham e CLP, 20 dias apds a
inducgdo da sepse pela cirurgia de ligacéo e perfuragdo cecal.

Pardmetros d Cohen
2h 24h
Tempo de exploracdo ao objeto d=0,48 d=0,64
familiar
Tempo de exploracéo ao d=0,21 d=0,59

objeto novo

indice de reconhecimento d=10,88 d=1,28

Fonte: Autora.

125



126

Figura 30— Desempenho comportamental em animais submetidos ao teste de reconhecimento de

objetos, 30 dias apds a indugdo da sepse por ligacdo e perfuragéo cecal
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Fonte: Autora.
Nota: Em A e D, temos o parametro tempo de exploragdo ao objeto familiar (s). Em B e E, o
pardmetro tempo de exploracdo ao objeto novo (s). Em C e F, o pardmetro indice de
reconhecimento de objetos em animais sobreviventes ha 30 dias apds cirurgia de ligagdo e

perfuracéo cecal. Estatistica: teste de t-Student (n = 10).

Tabela 18 - Anélise do tamanho do efeito por meio do teste d Cohen no teste
reconhecimento de objetos, em grupos Sham e CLP, 30 dias ap0s a
indugdo da sepse por ligacdo e perfuragdo cecal.

Pardmetros d Cohen
2h 24h
Tempo de exploracdo ao objeto d=0,67 d=0,15
familiar
Tempo de exploracéo ao d=0,07 d=0,29
objeto novo
indice de reconhecimento d=0,91 d=0,40

Fonte: Autora
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ANEXO 2

A seguir, a Figura 31 mostra o desempenho comportamental no teste de campo aberto
em animais submetidos a cirurgia de ligacdo e perfuracdo cecal e posteriormente ao

tratamento com curcumina (50 mg/kg, p.0).

Figura 31 — Desempenho comportamental no teste de reconhecimento de objetos em animais submetidos
a inducdo da sepse por ligacdo e perfuracdo cecal e ao tratamento com veiculo ou curcumina
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Fonte: Autora.

Nota: Em A e D, temos o tempo de exploracdo ao objeto familiar (s), em B e E o tempo de exploragdo ao
objeto novo (s) e em C e F, o indice de reconhecimento em 2 e 24 horas respectivamente em
animais Sham e CLP tratados com veiculo ou curcumina (50 mg/kg, p.o), apds simulagdo ou
inducdo da sepse por ligacao e perfuracdo cecal ha 10 dias. Estatistica: ANOVA duas vias seguida
de teste de Tukey (n=10): * p< 0,01, ** p < 0,001, *** p < 0,0001 e **** p < 0,0001 comparados
ao grupo controle, ## p < 0,001 e #### p < 0,0001 comparado ao grupo CLP+veiculo.
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Tabela 19 - Andlise de variancia de duas vias e do tamanho do efeito por meio do teste dmega-quadrado no teste
de reconhecimento de objetos em grupos Sham e CLP (cirurgia) tratados com veiculo ou
curcumina (tratamento).

Parametros

Cirurgia

Tratamento

Interacéo

Tempo de exploracdo ao
objeto familiar 2h

Tempo de exploracdo ao
objeto novo 2h

indice de
Reconhecimento
2h

Tempo de exploracdo ao
objeto familiar 24h

Tempo de exploracdo ao
objeto novo 24h

indice de
Reconhecimento
24h

F (1, 36) = 13,90
P = 0,0007
®? =893

F (1, 36) = 0,4660
P =0,4992
®? = -0,99

F (1, 34) = 10,01
P =0,0033
®?=0,003

F (L, 36) = 13,21
P =0,0009
®?=5,49

F (1, 36) = 0,007604
P =0,9310
®?=-0,83

F (1, 36) = 10,69
P = 0,0024
®?= 0,003

F (1, 36) = 0,5262
P =0,4729
®?=-0,32

F (1, 36) = 12,93
P =0,0561
®?=-0,97

F (1, 34) = 8,630
P =0,0059
®?=0,002

F (L, 36) = 15,98
P =0,0003
®%=6,16

F (1, 36) = 4,022
P =0,0525
®?=2,55

F (1, 36) = 19,89
P < 0,0001
®?= 0,006

F (1, 36) = 6,488
P =0,0153
®? = 3,80

F(3,72) =0,3413
P =0,7956
®?=-0,99

F (1, 34) = 6,297
P =0,0170
®?=0,001

F (L, 36) = 24,07
P <0,0001
®?=19,49

F (1, 36) = 3,434
P=0,0721
®?=2,05

F (1, 36) = 25,43
P < 0,0001
®?= 0,008

Fonte: Autora.
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ANEXO 3

MINISTERIO DA EDUCACAO Universidade Federal

de Alfenas. Unifal-MG
Rua Gabriel Monteiro da Silva, 700. Alfenas/MG. CEP 37130-000

Fone: (35) 3299-1000. Fax: (35) 3299-1063

Unifals

Comiss&o de Etica no Uso de Animais — CEUA/UNIFAL ‘e reendesions

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Avaliacdo do efeito da curcumina sobre o sickness behavior em
ratos", registrada com o n2 39/2018, sob a responsabilidade de Alexandre Giusti Paiva, que envolve a
produgdo, manutencdo ou utilizagcdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n2
11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n? 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovado pela COMISSAO
DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUAUNIFAL) DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS.

Finalidade

() Ensino (X) Pesquisa cientifica

Vigéncia da autorizacdo

De 18/02/2019 a 30/01/2021

Espécie/linhagem/raca

Rato Wistar / heterogénico

N2 de animais 436
Sexo Machos
Origem Biotério Central da UNIFAL

Alfenas, 18 de Fevereiro de 2019.

N



