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RESUMO

Pacientes sobreviventes a sepse possuem lesdes cerebrais, as quais induzem ao
desenvolvimento de sintomas depressivos de longo prazo, prejudicando sua
longevidade. A Coenzima Q10 (CoQ10) possui propriedades nutricionais, acdes
antioxidante, anti-inflamatoria e neuroprotetora. Frente a isso, avaliou-se o efeito da
CoQ10 sobre os sintomas semelhantes a depressdo em ratos Wistar machos
adultos sobreviventes a sepse, induzida por ligacdo e perfuragdo cecal (CLP).
Inicialmente, avaliamos o comportamento tipo-depressivo no 7°, 14° e 21° dia apds a
simulacdo (grupo controle — Sham) ou inducdo da sepse, pelos testes
comportamentais de campo aberto, nado forcado e preferéncia a sacarose. Essa
avaliacdo temporal teve o intuito de definir o periodo mais conveniente para a
realizacdo do tratamento com a CoQ10. O grupo CLP apresentou comportamento
tipo-depressivo no 7° e no 14° dia, caracterizados por reducdo do tempo de nado, e
escalada, aumento do tempo de imoblididade, acompanhados da reducdo na
preferéncia a sacarose quando comparado ao grupo controle. Em seguida, outro
grupo de animais recebeu o seguinte tratamento: veiculo (2 ml/Kg) ou CoQ10 (100
ou 300 mg/Kg, p.o), durante 7 dias consecutivos, entre 0 7° e 0 14° dia apés a
cirurgia. No 14° dia, os animais foram submetidos aos testes comportamentais
mencionados e foram posteriormente sacrificados para disseccdo do hipocampo,
hipotdlamo e cértex pré-frontal, para avaliacdo de danos oxidativos por NADPH
oxidase, TBARS, TRAP, GSH e GSSH, expressao de mediadores inflamatorios
(TNF-a, iINOS, COX-2 e NRF2). Os dados comportamentais sugerem que a CoQ10
melhora o comportamento tipo-depressivo em roedores, atenuando a anedonia no
teste de preferéncia a sacarose, manifestando aumento entre os tempos de nado e
de escalada, além da reducdo no tempo de imobilidade nos grupos CLP tratados
com 100 e 300 mg/Kg de CoQ10 comparado ao grupo CLP + veiculo. Em relacéo
aos testes que avaliaram os parametros de estresse oxidativo foi encontrado
aumento significativo nas expressdes de NADPH oxidase e MDA entre os animais
CLP veiculo comparado ao grupo controle, os quais foram atenuados apds o
tratamento com a CoQ10. Além disso, este nutracéutico foi capaz de modular a
expressdo génica de iINOS. Conclui-se que a CoQ10 foi capaz de reverter o

comportamento tipo-depressivo, atenuando indices de estresse oxidativos e



inflamacé&o no encéfalo de ratos.

Palavras-chave: Sepse; Depresséao; Nutricdo; Longevidade; Ubiquinona.



ABSTRACT

Patients who survive sepsis have brain injuries, which induce the development of
long-term depressive symptoms, impairing their longevity. Coenzyme Q10 (CoQ10)
has nutritional properties, antioxidant, anti-inflammatory and neuroprotective actions.
In front of that, the effect of CoQ10 on depression type symptoms in adult male
Wistar rats surviving sepsis induced by cecal ligation and perforation (CLP) was
evaluated. Initially, we evaluated the depressive type behavior on the 7th, 14th and
21st day after the simulation (control group — Sham) or sepsis induction, by open
field behavioral tests, forced swimming and sucrose preference. This temporal
evaluation aimed to define the most convenient period to carry out the treatment with
CoQ10. The CLP group showed depressive-like behavior on the 7th and 14th day,
characterized by reduced swimming and climbing time, increased immobility time,
accompanied by a reduction in sucrose preference when compared to the control
group. Then, another group of animals received the following treatment: vehicle (2
ml/kg) or CoQ10 (100 or 300 mg/kg, p.o), for 7 consecutive days, between the 7th
and 14th day after the surgery. On the 14th day, the animals were submitted to the
aforementioned behavioral tests and were posteriorly sacrificed for dissection of the
hippocampus, hypothalamus and prefrontal cortex, to evaluate oxidative damage by
NADPH oxidase, TBARS, TRAP, GSH and GSSH, expression of inflammatory
mediators (TNF-a, iINOS, COX-2 and NRF2). Behavioral data suggest that CoQ10
improvement depressive-like behavior in rodents, attenuating anhedonia in the
sucrose preference test, manifesting an increase between swimming and climbing
times, in addition to a reduction in immobility time in the CLP groups treated with 100
and 300 mg/kg of CoQ10 compared to the CLP + vehicle group. About the tests that
evaluated the parameters of oxidative stress, a significant increase was found in the
expressions of NADPH oxidase and MDA among the CLP vehicle animals compared
to the control group, which were attenuated after treatment with CoQ10.
Furthermore, this nutraceutical was able to modulate the INOS gene expression. Its
is concluded that CoQ10 was able to reverse depressive type behavior, attenuating

indices of oxidative stress and inflammation in the rat brain.

Keywords: Sepsis; Depression; Nutrition; Longevity; Ubiquinone.
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1 INTRODUCAO

Foi evidenciado que, pacientes sobreviventes a sepse apresentam danos
neuroldgicos de longo prazo, incluindo o transtorno depressivo maior (TDM). A
sepse é caracterizada por ser uma resposta inflamatéria sistémica, desencadeada
pelo hospedeiro, em defesa a microrganismos infectantes. Embora a sua
fisiopatologia ndo esteja totalmente clara, estudos sugerem gue a mesma inicia-se,
principalmente, através do reconhecimento de padres moleculares derivados de
patdgenos, em especial, o lipopolissacarideo (LPS).

O reconhecimento do LPS ocorre através das células do sistema imune do
hospedeiro, as quais passam a produzir citocinas proé-inflamatérias e moléculas
oxidantes. As citocinas, em especial, atingem o cérebro por diferentes vias e
induzem a ativacdo de células gliais, as quais sdo residentes do sistema nervoso
central (SNC). Uma vez presentes no parénquima cerebral, as citocinas em conjunto
com outros fatores deletérios ao cérebro, como os radicais livres e o LPS, interagem
com a barreira hematoencefélica (BHE) aumentando a sua permeabilidade.

A perda da integridade da BHE e as moléculas neurotoxicas, ativam as
células da glia, as quais também passam a produzir moléculas pro-inflamatérias e
oxidantes. A producao adicional e desregulada destes fatores, gera um ciclo vicioso,
e induz ao desenvolvimento de um processo denominado neuroinflamagdo. A
neuroinflamacgéo pode ser observada pelo aumento da expressao de biomarcadores
especificos, das células residentes do cérebro, como a proteina acida fibrilar glial
(GFAP) e proteina adaptadora ionizada de ligacdo de calcio-1(IBA-1).

O desequilibrio entre essas moléculas pré-inflamatérias e anti-inflamatérias &
chamado de estresse oxidativo. O mesmo é capaz de aumentar a formacdo de
metabdlitos neurotoxicos. Favorecendo a reducdo dos niveis de diferentes
nutrientes, como a coenzima Q10 (CoQ10), essencial para a atividade antioxidante,
anti-inflamatoéria e neuroprotetora do organismo. Além de agravar o prognostico do
individuo afetado, este desequilibrio pode contribuir também, para o
desenvolvimento do TDM.

O TDM é um transtorno mental grave, caracterizado principalmente por
sintomas emocionais, como humor deprimido, baixa autoestima, cansaco, falta de

concentracdo, ansiedade, perda de interesse e prazer em realizar as atividades
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cotidianas (anedonia) e alteracdes no padréo alimentar, como a falta de apetite.
Aproximadamente, 322 milh6es de pessoas no mundo sao diagnosticadas com esse
transtorno. Além de tudo, o mesmo é um dos principais fatores de risco para o
suicidio, representando assim, um grave problema de saude publica.

Apesar disso, 0 TDM ainda é mal interpretado pela sociedade, dificultando o
diagnéstico e o tratamento adequado. Sabe-se que o tratamento do TDM,
normalmente, é realizado com antidepressivos convencionais. Porém, estas
medicacfes além de levar a alguns efeitos adversos, ndo tratam fatores patolégicos
subjacentes, como o estresse oxidativo e a inflamacé&o. Diante disso, a procura por
nutracéuticos, que consigam melhorar o0s sintomas depressivos, modular
simultaneamente a inflamacéo e o estresse oxidativo, e contribuir para a promocao

da saude geral do individuo, torna-se imprescindivel.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 SEPSE

Progressos relacionados a estudos sobre cuidados intensivos contribuiram
para 0 aumento de sobreviventes de doencas criticas. Entretanto, agregado a esses
sobreviventes, € comum o desenvolvimento de sequelas de longo prazo, conhecidas
como sindrome pds-cuidados intensivos (PICS), as quais podem afetar funcbes
fisicas, cognitivas e mentais (WANG et al., 2022). Alguns estudos evidenciaram a
presenca do TDM em pacientes sobreviventes a sepse, sugerindo assim, uma
possivel ligacdo entre o desenvolvimento da depressdo e a inflamacdo crbnica
(ZHANG et al., 2020; BOEDE et al., 2021). A sepse, por sua vez, € conhecida por
ser uma resposta imunologica sistémica, desenvolvida pelo hospedeiro em resposta
a micro-organismos infectantes (VARKOUHI et al., 2021).

Anteriormente, a sepse era caracterizada pela presenca de infeccéo
associada a sindrome da resposta inflamatéria sistémica (SIRS), a qual era definida
por pelo menos dois dos seguintes sintomas: taquipneia (>20 irpm ou PaCO2 <32
mmHg), taquicardia (>90 bpm), febre ou hipotermia (>38°C ou <36°C), leucocitose
ou leucopenia (>12.000/ml ou <4.000/ml) e neutrofilia (>11.000/mm3). Atualmente,
houve a extingdo desses requisitos para o diagnostico da sepse (SINGER et al.,
2016). Posto que, algumas dessas alteracdes, como taquicardia, taquipnéia, febre,
leucocitose e leucopenia, correspondem somente a infeccdo (HOTCHKISS et al.,
2016). Além disso, estdo associadas a presenca de resposta inflamatoria
inespecifica, podendo-se apresentar em 96% dos pacientes admitidos em Unidades
de Terapia Intensiva (UTIs) (HARRISON et al., 2015).

Por conseguinte, o consenso internacional de definicdo de sepse e choque
séptico (Sepsis-3), substituiu a definicdo da sepse, pela presenca de disfuncao
organica, ocasionada por uma resposta desequilibrada do organismo, mediante a
identificacdo da infeccdo (JORDAO et al., 2019). Seja esta causada por virus,
bactérias, protozoarios ou fungos. Provocando um elevado indice de mortalidade e
um alto custo, tanto financeiro, quanto no numero de vidas perdidas por essa
resposta inflamatoria (INSTITUTO LATINO AMERICANO DE SEPSE, 2019).

Desse modo, o quadro clinico da sepse passou a ser diagnosticado por dois
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sistemas de pontuacdo: o Quick Sequential Organ Failure Assessment (QSOFA) e o
Score Sequential Organ Failure Assessment (SOFA). A principio realiza-se a triagem
da disfuncado dos 6rgéos pelo sistema qSOFA, o qual o paciente deve apresentar ao
menos dois dos seguintes critérios de avaliacdo: respiracdo igual ou superior a 22
irpm, alteracdo do estado mental (delirium) e pressao sanguinea sistélica menor ou
igual a 100 mmHg. Em seguida, o diagndstico é confirmado pelo score do sistema
de pontuacdo SOFA (Quadro 1), no qual a sepse € constatada através da variacéo
de dois ou mais pontos (SINGER et al., 2016; JORDAO et al., 2019).

Quadro 1 - Demonstracdo do sistema de score de pontuacao
de disfungéo organica completo (SOFA).

SOFA ESCORE 0 1 2 3 4
Respiragéao: >400 <400 <300 <200 <100
PaCO2/ FiO2,

mmHg
Coagulagéo: >150 <150 <100 <50 <20
Plaquetas
X 103mm?3
Hepatico: <12 12-19 |20-50 | 60-119 <12,0

Bilirrubina mg/dL

Cardiovascular: |PAM>70 | PAM <70 [Dopamina <5 | Dopamina <5 |Dopamina =15
i 5 ou ou Epinefrina | ou Epinefrina
HIPOtensao mmHg mmHg Dobutamina <0,10u =0,10u
(qualquer | Norepinefrina | Norepinefrina
dose) <01 =0,1
Neurolégico: >14 13-14 10-12 6-9 <6
Escala de
Glasgow
Renal: Creatinina| <1,2 12-19 | 20-34 3,5-498 >5,0
mg/dL ou Débito <500 <200
urinario

Fonte: Adaptado de SINGER e colaboradores (2016).

Nota: O quadro 1 expde a disfuncdo organica presente na sepse, a qual é
representada pela alteracao dos sistemas respiratério, hematologico,
hepético, cardiovascular, neuroldgico (avaliado pela Escala de Coma
de Glasgow, a qual varia de 3 a 15, onde a maior pontuagdo
representa uma melhor funcdo neurolégica) e renal. Cada um dos
sistemas é avaliado separadamente, a variacdo de dois ou mais
pontos no SOFA caracteriza a sepse. Abreviaturas: PaO2 (presséo
parcial de oxigénio); FIO2 (fracdo inspirada de oxigénio); mmHg
(milimetros de mercurio); mm?3 (milimetro cubico); mg/dl (miligramas
por decilitro); PAM (pressao arterial média).

No que diz respeito a fisiopatologia da sepse, a mesma se inicia com o

reconhecimento de padrées moleculares derivados de patogenos (PAMPS) ou
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padroes moleculares associados a danos (DAMPS), os quais possuem a capacidade
de ativar certos receptores de reconhecimento padrdo (RRPs), como o toll-like
receptor (TLR), na superficie de células antigenas e mondcitos. Levando a um
guadro de sepse, por meio da transcricdo de genes incluidos na imunidade
adaptativa, metabolismo celular e inflamacédo (RUBIO et al., 2019). Resultando,
consequentemente, na alteracdo das respostas pré e anti-inflamatorias do sistema
imunoldgico (Figura 1) (JARCZAK; KLUGE; NIERHAUS, 2021).

Figura 1 - Representacdo da resposta pr0 e anti-inflamatoria durante a

sepse.
Sistema Imunolégico Inato Sistema Imunolégico Adaptativo
2 Resposta precoce: Resposta imune celular: 3 Resposta imune humoral:
e Liberacdo de mediadores ® Ativagdo de células Beta, Producdo de imunoglobulinas (i.e, IgM, 1gG)
inflamataérios (IL-1, IL-12, IL-18, . Neutrofilos
A |TNF-a e IFNs = IL-6, IL-8 e IFN-y)

. Mediadores oxidativos
(NO, ROS e RNS)

NF-kB/ o

e Esgotamento das células T
® Apoptose de células imune (i.e, linfécitos, mondcitos e antigenos)

PAMPs —> LPS
DAMPs

1

Eventos anti-inflamatérios T T T T T T T E S ———.—

Fonte: Adaptado de JARCZAK; KLUGE; NIERHAUS (2021).

Nota: A figura 1 ilustra a representacdo da resposta inflamatéria durante a sepse. Esse
processo se inicia com o reconhecimento das PAMPs ou DAMPs (1), os quais irdo
ativar o TLR e induzir a translocacdo do NF-kB para o nucleo da célula, resultando na
producdo de mediadores inflamatérios e oxidativos (2), e consequentemente, na
baixa regulacdo do sistema imunoldgico adaptativo (3). Abreviaturas: PAMPs
(padrdes moleculares derivados de patégenos); DAMPs (padrdes moleculares
associados a danos), LPS (Lipopolissacarideo); TLR (toll-like receptor); NF-kB (fator
nuclear kappa beta); IL (interleucina); TNF-a (Fator de Necrose Tumoral Alfa); INFs
(interferons); NO (6xido nitrico); ROS (espécies reativas de oxigénio); RNS (espécies
reativas de nitrogénio); IgM/G (imunoglobulinas).

A endotoxina LPS, presente em bactérias gram-negativas, € uma das PAMPs,
capaz de induzir a expressdo endotelial de moléculas pré-inflamatoérias.
Possibilitando, por sua vez, que os leucdcitos se movam do sangue para o tecido
subjacente, ocasionando danos ao orgao (DAYANG et al.,, 2021). Dessa forma,

inicia-se um processo inflamatoério pelas células do sistema imune, as quais irdo
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promover a ativacdo de uma cascata inflamatoria, visando a protecdo do corpo
contra qualquer dano (JUNG et al., 2019).

Sucintamente, o reconhecimento de PAMPs e DAMPs aos TLRs pelas células
do sistema imune do hospedeiro, induz a translocacdo do fator nuclear kappa Beta
(NF-kB) para o nucleo da célula, resultando na producédo de interleucinas (IL) pro-
inflamatérias, como as IL-1, IL-12, IL-18, Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e
interferons (IFNs), os quais irdo levar a ativacao de outras citocinas, como IL-6, IL-8
e IFN-y (gama). Além disso, hd a producdo de mediadores oxidativos, como as
espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (RNS), sucedendo na baixa
regulacéo do sistema imune adaptativo (HOTCHKISS et al., 2016).

Essa liberacdo de mediadores oxidativos, por sua vez, € denominada como
estresse oxidativo. O mesmo €é caracterizado pelo desequilibrio na producdo de
moléculas oxidantes, bem como na redugdo da capacidade antioxidante da célula.
Esse processo estd constantemente envolvido na encefalopatia séptica (SAE),
sendo capaz de interferir negativamente nesta patologia, aumentando a gravidade
da mesma (KARAPETSA et al., 2013). Causando um grave dano oxidativo as
estruturas das células, pelo acumulo de ROS na matriz mitocondrial, e
consequentemente, distarbios no DNA devido a oxidac&o de lipideos e proteinas
pelas ROS. Esse processo ainda se encontra correlacionado com uma reduzida
expressao de genes responsaveis pela codificacdo de proteinas antioxidantes de
protecdo mitocondrial (LEO; CAMPOS, 2019).

Neste contexto, dentro da mitocéndria ocorre a fosforilagdo oxidativa, que € a
principal fonte de adenosina trifosfato (ATP). Por meio desse processo, sao
produzidos substratos, como radicais livres ou ROS e RNS. Niveis normais de ROS
S80 necessarios para o crescimento e desenvolvimento de neurdnios (MAES et al.,
2011; LINDQVIST et al., 2017), além de possuir a capacidade de regular processos
fisioldégicos vitais, como a apoptose, fagocitose e sinalizacdo celular (JOSHI;
PRATICO, 2014; KURUTAS, 2015).

Entretanto, o desequilibrio na producdo dessas moléculas, levara a
neuroinflamagdo e ao estresse oxidativo, 0os quais irdo induzir a morte celular
neuronal, além de alterar negativamente a expressdo e a atividade de
neurotransmissores, e também diminuir o funcionamento sinaptico. Resultando

entdo, em um declinio das funcdes fisiolégicas (Figura 2) (GU; MEI; ZHAO, 2021).
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Por consequéncia, esse aumento de ROS e os danos causados pelo estresse

oxidativo, apresentam-se associados com o desenvolvimento do TDM (LINDQVIST
et al., 2017; MELLON et al., 2016).

Figura 2 - Associagéo entre a sepse, a neuroinflamagéo, o estresse
oxidativo e o dano cerebral.

Astrécitos Neuronios
\\' b |
- — ¥->\‘ ’::'
-\
L 4 & ol
i 2 4 1 N
—_— ,b&
3 &
Micréglia L& Morte celular
neural
I =0 1 &
IL-6 11
1 s
Estresse TNFa :: TNFa = (Meurotransmisdo’
Oxidativo MCP-1 i1 (Mcp-1 Frregular
\\\ . RANTESiE RANTES
\Tﬁ;\ ROS 11 ROS !
1 AN
RNS 11 RNS N
BHE -
comprometida

Fonte: Adaptado de Danielsky et al. (2017); GU; MEI; ZHAO (2021).

Nota: Na figura 2 é possivel observar que apds a ativagdo da micrdglia e dos
astrécitos pela sepse, ocorre a inflamacao, estimulada por mediadores pro-
inflamatdrios, com a expresséo aumentada de citocinas, como a IL-1 e TNF-
a e moléculas de adesao leucocitaria, como quimiocinas MCP-1 (CCL-2) e
RANTES (CCL-5), os quais atravessam a BHE. Ademais, o estresse
oxidativo induz a producdo de ROS e RNS no cérebro. Com isso, a
neuroinflamacédo em conjunto com o estresse oxidativo, levam a morte
celular neural, a uma atividade neurotransmissora irregular e a uma
disfuncdo sinaptica, resultando em dano cerebral. Assim, essa interacéo
entre a corrente sanguinea e o cérebro, é capaz de controlar os danos
cerebrais associados a encefalopatia séptica, tornando-se um alvo
terapéutico em questdes relacionadas ao tratamento. Abreviaturas: IL
(interleucina); TNF-a (Fator de Necrose Tumoral Alfa); MCP-1 (proteina
guimioatraente de mondcitos 1) também nomeado como CCL-2 (ligante de
qguimiocina 2); RANTES (regulado apés a ativa¢do) mais conhecido como
CCL-5 (ligante 5 de quimiocina CC); ROS (espécies reativas de oxigénio);
RNS (espécies reativas de nitrogénio); BHE (barreira hematoencefalica).

A comunicacao entre o sistema imunoldgico e o cérebro, durante a resposta
imune do hospedeiro, € essencial para a manutencdo da homeostase do organismo
(UDIT; BLANKE; CHIU, 2022). As citocinas sao as principais iniciadoras dessa
comunicacao, mediada através de diferentes vias de sinalizagéo (Figura 3), como a

ativacdo de nervo vago e dos oOrgaos circunventriculares (SCHEDLOWSKI;
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ENGLER; GRIGOLEIT, 2014). Neste sentido, sdo necessarios estudos a fim de
ampliar o conhecimento em relacdo a comunicacdo imune-cerebral, contribuindo
assim, para um melhor entendimento do papel das respostas inflamatorias e das
citocinas, na fisiopatologia do TDM (RAHMAWATI; KARIMAH; AMIN, 2021).

Figura 3 - Vias de comunicagdo entre o sistema
imunolégico e o cérebro.
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Fonte: Adaptado de SCHEDLOWSKI et al. (2014).

Nota: A figura 3 demonstra a interagdo do LPS com os receptores
TLR, originando na producao e liberacdo de citocinas pro-
inflamatdrias na corrente circulatéria. As citocinas interagem
com o cérebro através de diferentes vias: transportadores
especificos presentes na BHE, 6rgados circunventriculares,
via nervo vago e receptores TRL. Abreviaturas: LPS
(lipopolissacarideo); TLR (toll-like receptor); BHE (barreira
hematoencefalica).

Além disso, o comprometimento da funcéo cerebral, denominado como SAE &
muito prevalente, impactando na morbimortalidade. A sepse pode induzir essa
disfuncdo neurolégica mediante diversos mecanismos, como a heuroinflamacao,
ativacao microglial, estresse oxidativo e rompimento da BHE (MICHELS et al., 2019).
A BHE é uma membrana celular impermeavel, que age regulando o fluxo molecular

entre o sangue e o cérebro, mantendo o estado de homeostase no SNC (SWEENEY
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et al., 2019). Entretanto, uma vez comprometida, torna-se responsavel por exacerbar
a patogénese da SAE (GAO; HERNANDES, 2021).

O comprometimento da BHE ¢é, substancialmente, associado a
neuroinflamacao (SULHAN et al., 2020). Uma vez que esse processo ocorre devido
ao aumento da producdo de citocinas pro-inflamatérias e moléculas oxidativas, as
guais danificam as células responsaveis pela estrutura da BHE, aumentando a sua
permeabilidade. A perda da sua integridade e a presenca de fatores deletérios no
cérebro ativam as células gliais (microglia e astrdcito), as quais também iniciam o
processo de producdo e liberacdo de agentes inflamatdrios e oxidativos. Esta
desregulacdo, por ordem, causa um ciclo vicioso, pelo aumento adicional de
citocinas e mediadores oxidantes no cérebro, levando a disfuncdo cerebral
(DANIELSKY et al., 2017).

Em grande parte, a vigilancia imunolégica no SNC é realizada pela microglia.
Denominadas também de macréfogos cerebrais, atuam na imunidade inata cerebral,
contribuem para a manutencdo e o desenvolvimento de neurbnios, e contra
agressOes neurodegenerativas (GRAYKOWSKI; CUDABACK, 2021). O processo
neurodegenerativo, por sua vez, é definido por mudancgas ultraestruturais continuas
de neurdnios, seguidos de homeostase celular desequilibrada, resultando na morte
celular e perda de funcBes neurologicas. Entre os mecanismos subjacentes, pode
ocorrer a alteracdo do metabolismo oxidativo, aumento da neuroinflamacéo e perda
do cross-talk entre as organelas celulares (OPPEDISANO et al., 2020).

Com esse cenario, a microglia é essencial na protecdo do cérebro contra
danos neuronais relacionados as respostas inflamatérias, uma vez que produz
diferentes fatores neuroprotetores, como a via de sinalizacdo do fator nuclear 2
(NRF2) e o hidrogénio (H?). Os mesmos integram o mecanismo de ativagao e
sinalizacdo TLR4/NF-kB, reduzindo a liberagdo excessiva de citocinas proé-
inflamatérias, bem como a perda neuronal e apoptose, através da via NRF2 (CHEN
et al., 2021). Além disso, a microglia pode ser encontrada em repouso em cérebros
saudaveis, apresentando morfologia ramificada, ou ativada em resposta a um
estimulo nocivo, com morfologia amebdide (HANISCH, 2013). Em sua forma
ativada, possui funcdes de reparo, modulagcdo da resposta imune e inducdo da
citotoxicidade (RANSOHOFF; CARDONA, 2010).

Entretanto, a microglia ativada pode se tornar prejudicial apos estimulacéo
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adicional, como em casos de doencgas neurodegenerativas e inflamatoérias cronicas
(PERRY; NICOLL; HOLMES, 2010). Alguns exemplos de moléculas pro-
inflamatérias liberadas pela microglia sao: IL-1B, IL-6, TNF-a e ROS. A mesma
também expressa a enzima dependente de glicose fosfato de dinucledtido de
nicotinamida e adenina (NADPH) oxidase (MORAES et al., 2021). A microgliose
pode ser identificada através da expressédo do biomarcador IBA-1 (FREYSSIN et al.,
2021).

As células gliais mais abundantes no cérebro séo os astrocitos, eles atuam na
defesa imunoldgica contra patdégenos, e s80 essenciais na manutencdo e
integridade da BHE (PEKNY et al., 2016). Além disso, os astrocitos também
participam da neurogénese, equilibrio de fluidos, maturacédo sinaptica, plasticidade,
e atuam no metabolismo de neurotransmissores como a noradrenalina, glutamato e
acido gama-aminobutirico (GABA) (VERKHRATSKY; NEDERGAARD, 2018).
Alteracdes patoldgicas nessas células sdo denominadas como astrogliose, podem
ser reativas e degenerativas com atrofia astroglial e perda da funcdo e da
remodelacdo dos astréocitos (PEKNY et al., 2016; VERKHRATSKY, 2016). Essa
condicdo € detectada em varios distdrbios, incluindo neurodegenerativos e
psiquiatricos, como o TDM (PLATA et al., 2018).

A astrogliose ocorre logo apés a lesédo cerebral. Os astrécitos se transformam
em moléculas reativas e migram para os locais lesionados, alterando a sua
morfologia, tornando-se hipertréficas e causando também, a secrecdo de
mediadores inflamatérios (PEKNY et al., 2016; LIDDELOW; BARRES, 2017). Essa
condicdo pode ser identificada através do aumento da expressdo de uma proteina
denominada como GFAP (FREYSSIN et al., 2021). De modo intrinseco, essa é uma
resposta de defesa que tem como objetivo a neuroprotecdo, limitando danos ao
tecido nervoso. Entretanto, em algumas situac0es, a astrogliose pode assumir um
potencial neurotéxico e deletério (PEKNY e PEKNA, 2014; LIDDELOW et al., 2017).

Além disso, estudos realizados em humanos e em animais, sugerem a ligacao
entre a depressédo e as mitocondrias (ALLEN et al., 2018; HOSSEINI-GHALIBAF et
al., 2020; LING-HU et al., 2021). As mitocondrias atuam como fonte de energia para
as células, as quais sofrem a influéncia da concentragcdo de ROS. As alteracdes
funcionais das mitocondrias estdo intimamente associadas ao aumento do estresse

oxidativo e a apoptose, 0s quais também podem contribuir para o desenvolvimento
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de sintomas depressivos (KOMSIISKA; PETKOV, 2019).

Ademais, durante os processos inflamatérios cronicos, as citocinas alteram a
cadeia de elétrons e de transporte de enzimas, associadas a inflamacéo, gerando
mais ROS e apoptose. As ROS, também levam a diminuigdo dos niveis de zinco,
CoQ10, glutationa e vitaminas A, C e E, os quais sao de extrema importancia na
manutencdo da atividade antioxidante cerebral (PANDYA; HOWELL; PILLAI, 2013;
KOMSIISKA; PETKOV, 2019). Assim, os antioxidantes sdo essenciais, por serem
capazes de proteger as células oxidativas, removendo o excesso de ROS (ANDYA,;
HOWELL,; PILLAI, 2013), e contribuindo significativamente para uma vida mais
saudavel e longeva (SHENG et al., 2022; CAMBRODON; GALIOT, 2022).

Posto isto, constantemente, tem se evidenciado a importancia de
determinados nutrientes na regulacédo da inflamacdo e neurotransmissao central.
Dessa forma, € continuo o interesse em relacdo a dieta e aos habitos alimentares,
dispondo de niveis de compostos bioativos suficientes para desempenhar funcdes
anti-inflamatoérias e antioxidantes. Além de prevenir as doencas neurodegenerativas

e suas consequéncias, como a depressao (BUSINARO et al., 2021).

2.2 DEPRESSAQO

O TDM é um transtorno afetivo frequente e heterogéneo, que abala um em
cada cinco individuos (FILATOVA; SHADRINA; SLOMINSKY, 2021). Resulta em
sintomas emocionais como humor deprimido (caracterizado por sentimentos de
tristeza, irritacdo e vazio), anedonia (por pelo menos duas semanas), falta de
concentracéo, baixa autoestima, culpa excessiva, descrenca em relagcdo ao futuro,
alteragbes no apetite e no peso, e alguns sintomas corporais, como fadiga, dor e
fraqueza (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Segundo a World Health Organization (WHO) esse transtorno € a principal
causa de incapacidade, dado que acomete aproximadamente 322 milhdes de
pessoas a nivel mundial, o que equivale a 4,4% da populacdo. Somente na regido
das Américas, o TDM acomete cerca de 15% dos habitantes. No Brasil, a
prevaléncia é de que 11.548.577 vivem com depressao, equivalente a 5,8% dos

brasileiros. A mesma também € reconhecida como a principal causadora de mortes
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por suicidio, chegando a quase 800 mil casos por ano (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017).

Um estudo analisou dados de 36 paises, a partir destes, foi possivel projetar
gue aumentando os custos do tratamento para depressdo em $147 bilh&es, entre os
anos de 2016 e 2030, converteria-se, no aumento de 43 milhdes de anos de vida
saudavel. Com isso, o0 valor econdmico estimado desses anos seria de $310 bilhdes.
Assim, aumentando o custo do tratamento para o TDM, resultaria em um ganho de
produtividade econémica de $230 bilh6es (CHISHOLM et al., 2016). Posto isso, é
evidente que esse transtorno impacta, significativamente, na economia mundial, e
estima-se que, a perda de produtividade associada ao mesmo, pode custar
aproximadamente $1 trilhdo por ano (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019).

E previsto que a depresséo se torne, até o ano de 2030, uma grande carga
global de doengcas (RAHMAN et al., 2022). Visto que, h&4 décadas que esse
transtorno é tido como um dos principais responsaveis pelo sofrimento no mundo.
Apesar disso, o TDM ainda € mal compreendido e pouco reconhecido pelos
individuos, governos e profissionais de saude, impossibilitando que o0 mesmo seja
visto como uma doencga, que nao se limita aos problemas pessoais. Desse modo, a
ma compreensdo da salde mental, o estigma criado em cima desse transtorno e a
discriminacdo, prejudicam as ac¢des de saude publica, afetam o desenvolvimento
social e econdémico, e dificultam a realizacdo do tratamento adequado as pessoas
afetadas por transtornos mentais (HERRMAN et al., 2022).

A depressdo é um transtorno complexo, capaz de afetar individuos de
gualquer faixa etaria e de diferentes maneiras, sendo capaz de impactar
negativamente nas familias e na sociedade, podendo ainda em casos extremos,
levar até a morte prematura da pessoa afetada. Por essas razdes, esse transtorno
necessita da mesma atencdo atribuida a outras doengas consideradas comuns. O
mesmo também pode se desenvolver secundario a doengas multifatoriais e
infecciosas, tendo o potencial de prolongar e gerar ainda mais complicacdes e
sofrimento (HERRMAN et al., 2022).

Entre as dificuldades encontradas na realizacéo do tratamento da depressao,
encontra-se também, a complexidade de desvendar seus mecanismos de
desenvolvimento subjacentes. Os critérios do Manual Diagndstico e Estatistico de

Transtornos Mentais 5 (DSM-V), listam nove sintomas auto relatados (Quadro 2), no
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gual, o paciente que apresentar cinco ou mais sintomas, durante um periodo de 2
semanas, é diagnosticado com o TDM (AMERICAN PSYCHIATRIC PUBLISHING,
2013). Contudo, em razdo das inumeras possibilidades de desenvolvimento dessa
patologia, provavelmente, os sintomas listados ndo se agrupam, na grande maioria
dos casos (MILANESCHI et al., 2016; DRYSDALE et al., 2017). Diante disso, essa
definicdo pode caracterizar um conjunto de subtipos de diversas doencas, havendo
a necessidade de um olhar singular, para a implementacdo de estratégias
terapéuticas especificas (KENDLER, 2016).

Quadro 2 - Critérios de Diagnostico do Transtorno
Depressivo Maior.
CRITERIOS ALTERAGOES COMPORTAMENTAIS RELATADAS

1 Humor deprimido.
Criancas e adolescentes podem apresentar humor irritavel.

2 Acentuada diminuicdo do interesse ou prazer em fodas, ou quase
todas as atividades, na maior parte do dia.

3 Perda ou ganho significativo de peso, sem estar realizando dieta
(reducdo de mais de 5% do peso corporal em um més), ou alieracéo
do apetite (reducéo ou aumento).

Em criancas, considera-se o insucesso em obter o ganho de peso
esperado.

Insdnia ou hipersonia.

Agitacio ou retardo psicomotor.

Fadiga ou perda de energia

~N || on| &

Sentimentos de inutilidade ou culpa excessiva ou inapropriada
(podendo ser delirantes) ndo apenas autorecriminacéo ou culpa por
estar doente.

8 Capacidade diminuida para pensar, se concentrar, ou se decidir.

9 Pensamentos recorrentes de morte (ndo somente medo de morrer),
ideacdo suicida recorrente sem um plano especifico, ou uma
tentativa de suicidio ou plano especifico para cometer suicidio.

Fonte: Adaptado de American Psychiatric Publishing (2013).

Nota: No quadro 2 ¢é demonstrado os critérios utlizados para
diagnosticar o transtorno depressivo maior, indicados pelo
Manual Diagnoéstico e Estatistico de Transtornos Mentais 5
(DSM-V), mediante a presenca de cinco ou mais sintomas,
durante um periodo minimo de 2 semanas. Estas alteracdes
podem ser relatadas na maior parte do dia, ou quase todos os
dias, seja pelo préprio paciente ou por terceiros. Esse transtorno
também pode ser caracterizado em: leve (presenca de dois
sintomas), moderado (trés sintomas), moderado-grave (quatro ou
cinco sintomas, sem agitacdo motora) e grave (quatro ou cinco
sintomas, com agitacdo motora). Também € possivel observar
guadros de remissao parcial e completa, mediante a presenga de
sintomas leves, ou a auséncia de sintomas depressivos em um
periodo minimo de dois meses, respectivamente.
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Com base nessas informacdes, torna-se evidente que, sdo inUmeros 0s
fatores que interferem nesse transtorno. Sendo reconhecivel que o diagnostico da
depressao pode ser tardio, e as intervencdes terapéuticas podem ser realizadas de
forma inadequada (FERRARI et al.,, 2021). O TDM decorre de interagdes entre
fatores sociais, bioldgicos, ambientais e psicologicos. Além disso, se difere das
mudancas de humor e respostas emocionais habituais. O mesmo € capaz de fazer
com que o individuo acometido vivencie um enorme sofrimento, interferindo
negativamente em varios aspectos de sua vida, como na vida profissional,
académica, pessoal, social e familiar ( WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).

Além disso, é evidenciado que a depressédo esta relacionada a altas taxas de
doencas crbnicas, e a um aumento significativo no uso dos servicos de saude. Da
mesma forma, o estresse executa um papel critico na depressdo, causando
alteragbes no comportamento emocional e uma resposta inflamatéria crénica de
baixo grau (HALARIS, 2019). Demonstrando assim, que a inflamacao por si sé, ou
em conjunto com o estresse, pode contribuir, consideravelmente, na origem dessa
patologia (LIU et al., 2017).

Por se tratar de uma doenca multifatorial, varios estudos possibilitaram a
criacdo de diferentes teorias, apresentadas a fim de tentar esclarecer os
mecanismos de desenvolvimento desse transtorno emocional (FILATOVA;
SHADRINA; SLOMINSKY, 2021). Nessa perspectiva, com o0 proposito de
exemplificar melhor sobre a fisiopatologia da depresséo, foram selecionadas cinco
dessas teorias, as quais estéo descritas a seguir.

Conhecida como a hipotese das monoaminas, essa teoria expfe que a
depressdo € caracterizada pela reducdo dos niveis de neurotransmissores
monoaminérgicos no cérebro, os quais sdo a serotonina, norepinefrina e dopamina
(MORETTI et al., 2016). Em sintese, o estresse impulsionado pela ativacdo da
resposta imune, leva a uma modificacdo, e consequentemente, a um desequilibrio
dos neurotransmissores, podendo resultar em deficiéncia serotoninérgica e
producdo aumentada de substancias neurotoxicas, favorecendo o desenvolvimento
da doenca (HALARIS, 2019).

Pode-se observar um fato que colabora para essa teoria, em relacdo aos
antidepressivos, 0s quais possuem a capacidade de minimizar os sintomas desse

transtorno, por meio do aumento dos niveis de monoaminas. Apesar disso, 0S
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antidepressivos apresentam efeitos tardios e ndo séo eficazes para todos os
individuos, sugerindo entdo, que ha outros fatores interferindo na etiologia da
depresséao (LIU et al., 2017). Essa hipotese também nédo esclarece todas as causas
e os sintomas do TDM, e ndo expde o motivo pelo qual os antidepressivos sao
capazes de atingir a remissdo, porém, ndo atingem a completa recuperacéo
(FILATOVA; SHADRINA; SLOMINSKY, 2021).

Adjunto a teoria das monoaminas, a hipotese da depressao induzida pelo
estresse surgiu para esclarecer as causas desse transtorno, que ndo foram
explicadas pela hipotese anterior (HOLSBOER, 2000). Nessa teoria, a depressao
pode ser causada de forma secundaria, por intermédio de patologias que provocam
um estresse crénico, seguido pelo mau funcionamento do eixo Hipotalamo-Pituitario-
Adrenal (HPA) (ERJAVEC et al., 2021).

O eixo HPA atua na regulagdo do metabolismo, imunidade, neurogénese e na
avaliacdo de eventos emocionais. Possui atividade mediada pela secrecédo do fator
de liberacdo do horménio adrenocorticotrofico (ACTH) da hipofise e vasopressina do
hipotalamo, e estimulando a secrecédo dos glicocorticéides, como o cortisol. Nesse
cenario, os glicocorticéides interagem com seus receptores no eixo HPA, causando
uma inibicdo por feedback (HERBERT et al., 2006). Ademais, a excitotoxicidade
pode interferir na regulacdo da atividade das células da glia, exacerbando
transtornos de humor (COTTER; PARIANTE; EVERALL, 2001). Em vista disso, é
comum que pacientes deprimidos apresentem niveis aumentados de cortisol
(NEMEROFF; VALE, 2005).

Outra teoria, denominada como hipétese neurotréfica da depresséo, explica
gue esse transtorno é provocado por uma alteracdo na atividade do sistema
neurotréfico do cérebro. Além disso, menciona-se o fato dos antidepressivos serem
parcialmente capazes de reverter a incapacidade desse sistema, e reduzirem 0s
sintomas do TDM. Essa teoria dispde uma dedicacdo especial ao fator neurotroéfico
derivado do cérebro (BNDF) (MIRESCU; GOULD, 2006), o qual esta envolvido na
neurogénese e no processo inflamatdrio, contribuindo na regulagcdo do eixo
neuroimmune (MURAWSKA-CIALOWICZ et al., 2021).

Ha também a hipétese da inflamacéo ou citocinas (LIU et al., 2017). Na qual,
0 sistema imune é ativado pelo aumento de mediadores inflamatérios, denominados

como citocinas (Figura 4). A neuroprogressdo compreende um processo gradual, e
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recorrente de um determinado distlrbio. Alguns dos substratos fisiopatolégicos que
possuem o potencial de favorecer a neuroprogressado englobam a neuroinflamacéo e
0 estresse oxidativo (HALARIS, 2019). Considerada ainda como uma doenca
sistémica, a neuroinflamacdo é capaz de aumentar as citocinas pré-inflamatorias,
gerar um desequilibrio de neurotransmissores e um desequilibrio de sistemas
neurotroficos, além da desregulacéo do eixo HPA (ERJAVEC et al., 2021).
Embasou-se a teoria anterior, em decorréncia do TDM ser capaz de atingir,
constantemente, pacientes afetados por algum disturbio que levou a inflamacéo. Foi
observada, inclusive, a presenca de componentes anti-inflamatérios em alguns
medicamentos antidepressivos, tendo o potencial de controlar as respostas
emocionais no sistema imune (YOUNG; BRUNO; POMARA, 2014). Além disso, as
citocinas séo capazes de induzir a enzima indoleamina 2,3-dioxigenase 1 (IDO-1),
responsavel por reduzir a producéo de serotonina (DANTZER et al., 2011).

Figura 4 — Representacdo dos mecanismos da
hipotese da inflamagéo ou citocinas.

HIPOTESE DA INFLAMAGCAO OU CITOCINAS

Cortéx-Pré-Frontal
Noradrenalina

Serotonina

Hipotalamo

Glutamato INFLAMACAO

Hipocampo

Dopamina

LEGENDA:
—— Efeito ativador - |nfluéncia de fatores externos

Fonte: Adaptado de Filatova; Shadrina; Slominsky (2021).

Nota: A figura 4 ilustra os mecanismos de desenvolvimento de
uma das principais teorias da depressao estatusdadas
no contexto da encefalopatia séptica, a hipétese da
inflamag&o ou citocinas. Abreviaturas: GABA: &cido
gama-aminobutirico; ACTH: hormdnio
adrenocorticotrofico; BDNF: fator neurotréfico derivado
do cérebro.
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Por fim, é elencada a hipétese dos neurotransmissores inibitério e excitatério.
Foi evidenciado que os niveis do sistema GABA e glutamato estdo reduzidos em
pacientes com depressao, indicando diminuicho na sua sintese cerebral
(GODFREY, 2018). O estresse cronico induz mudancas no eixo HPA e no sistema
imune, onde atuam como iniciadores dessa reducdo. Assim, as citocinas proé-
inflamatérias e os glicocorticéides, aumentam a conversao de triptofano em
qguinurenina, gerando escassez de triptofano para geracdo de serotonina. Desse
modo, ocorre uma reducao da sintese de serotonina cerebral, e consequentemente,
um aumento na formacgdo de metabdlitos neurotdxicos, como o antagonista de
glutamato, o &cido quinolinico (WANG et al., 2015).

Entretanto, nenhuma dessas teorias é universalmente aceita, uma vez que
nenhuma delas é capaz de desvendar os mecanismos fisiopatoldgicos, e tdo pouco
englobar integralmente, os sintomas de todos os casos existentes de depresséo.
Contudo, como percebido anteriormente, todas essas hipoteses apresentam ideias
em comum, indicando que as mesmas representam diferentes fracbes de um
mesmo enigma (FILATOVA; SHADRINA; SLOMINSKY, 2021).

2.3 COENZIMA Q10

A CoQ10 é uma substancia lipossoluvel, encontrada em diversas células
eucariontes (SARMIENTO et al., 2016). Desenvolve papel no metabolismo celular,
fazendo parte do processo de fosforilacdo oxidativa, capaz de converter a energia
dos carboidratos e dos acidos graxos em ATP (CRANE, 2001). Possui funcdes
antioxidantes, sendo eficaz na protecdo das membranas celulares contra o estresse
oxidativo. Gragcas a isso, a deficiéncia da mesma pode contribuir para o
desenvolvimento de diversas patologias, incluindo as inflamatérias (HARGREAVES;
HEATON; MANTHE, 2020).

O mecanismo antioxidante da CoQ10 foi evidenciado através do seu
comportamento como molécula de transferéncia de energia. Em outras palavras,
este composto é capaz de doar elétrons, que neutralizam os radicais livres.
Entretanto, o seu potencial antioxidante pode ser reduzido em diversos processos

como envelhecimento, fatores genéticos, doencas cardiovasculares e doencas
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neurodegenerativas (MARTELLI et al., 2020).

Essa acdo antioxidante, também pode ser realizada através da inibicado do
fator de transcricdo NF-kB, comum no inicio de processos inflamatorios (ZHANG et
al., 2013). Além disso, esse composto esta envolvido na regeneracdo e
reaproveitamento de outros fatores antioxidantes enddgenos, como a glutationa
(ABUELEZZ; HENDAWY; MAGDY, 2017), vitaminas C e E (RODICK et al., 2018).
Os efeitos anti-inflamatorios, por sua vez, estdo associados com a diminui¢ao de IL-
6, modulacdo da expressdo génica de TNF-a (ZHAI et al., 2017), ciclooxigenase 2
(COX-2), INOS (oxido nitrico) (KIM e PARK, 2010) e NRF2 (LI et al.,, 2016).
Contribuindo assim, para a ativacdo da via de sinalizacdo anti-inflamatoria
(MARTELLI et al., 2020).

As funcdes desse composto, sdo em virtude de sua estrutura quimica,
fazendo com que a CoQ1l0 seja uma molécula lipofilica e hidrofébica. Esta
coenzima é encontrada em diferentes estados redox: oxidada (ubiquinona) e
reduzida (ubiquinol) (GUARAS et al., 2016). Possui um anel de 1,4-benzoquinona
central (Figura 5), que se localiza em uma cauda lipidica lateral poli isoprendide de
10 unidades (HERNANDEZ; ERIKSSON; EDWARDS, 2015), por esse motivo a
mesma € denominada como CoQ10 (ERNSTER; DALLNER, 1995). O anel de
benzoquinona possui locais ativos de redox, e a cadeia poli isoprendide exerce a
funcdo de posicionar a molécula de CoQ10, dentro da bicamada lipidica, de
diferentes membranas celulares (HARGREAVES, 2003).

Figura 5 - Representacdo da estrutura quimica da
coenzima q10.
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Fonte: Hargreaves (2003).

Nota: A figura 5 ilustra a geometria molecular da Coenzima
Q10, nomeada também como 2,3-dimetoxi-5-metil-6-
decaprenil-1,4-benzoquinona.
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Caracterizada também como um préton maével, onipresente, que atua dentro
da mitocondria como portador de elétrons da cadeia respiratoria mitocondrial,
mediando o transporte de elétrons do complexo da proteina | (NADH desidrogenase)
ou Il (Succinato desidrogenase) para o complexo Ill (Complexo bcl), durante a
fosforilagdo oxidativa (Figura 6). Dessa forma, este nutracéutico pode ser utilizado
para aliviar os sintomas de condi¢cdes patoldégicas associadas a disfuncédo
mitocondrial (MARAVER et al., 2014; RIVERO, 2021).

Figura 6 - Esquema da cadeia de transporte de elétrons mitocondriais
(METC).

Complexo 1 Complexo 2 Complexo 3 Complexo 4 Complexo 5
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Fonte: Adaptado de Manthe; Heaton; Hargreaves (2021).

Nota: A figura 6 representa o esquema da cadeia de transporte de elétrons
mitocondriais, realizada pela funcéo transportadora de elétrons da coenzima q10.
Abreviaturas: CoQ10 (Coenzima Q10); Cit C (Citocromo C); NADH (Nicotinamida
Adenina Dinucleotideo); H (Hidrogénio); FADH? (Flavina adenina dinucleotideo);
ADP (Adenosina Difosfato); ATP (Trifosfato de Adenosina).

Uma deficiéncia desse nutracéutico estd ligada a varios distarbios. A
deficiéncia priméria, origina de defeitos genéticos na via biossintética da CoQ10,
especialmente nos tecidos cerebrais. J& a deficiéncia secundaria foi caracterizada
em patologias como doencas cardiovasculares e depressdo (HARGREAVES;
HEATON; MANTHE, 2020; NEERGHEEN; HARGREAVES, 2018; ANDALIB et al.,
2019). Pacientes afetados pelo TDM possuem niveis plasmaticos significativamente
mais baixos de determinados antioxidantes, como a CoQ10, além de uma
diminuicdo na capacidade antioxidante total (ANDYA; HOWELL; PILLAI, 2013). Essa
diminuicdo, por sua vez, resulta em uma protecdo insuficiente contra ROS,
ocasionando danos aos acidos graxos, proteinas e DNA (MAES et al., 2011).

Além disso, a CoQ10 é uma substancia semelhante a vitaminas, entretanto,
por ser produzida por varios tecidos dentro do corpo humano, ndo pode ser
classificada como uma vitamina (HARGREAVES; HEATON; MANTHE, 2020).


http://www.lbqp.unb.br/bioq/htm/biomoleculas/geral/FADH2.HTM
http://www.lbqp.unb.br/bioq/htm/biomoleculas/geral/FADH2.HTM
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Considerada, entdo, uma pro-vitamina (MARTELLI et al., 2020). Esse composto
pode ser produzido endogenamente pelo coracao, rins, cérebro e figado (MARTELLI
et al., 2020). Ja exogenamente, pode ser encontrado, principalmente, em alimentos
como peixes gordurosos (salméo, atum e sardinha), carne e nozes (PRAVST;
KMITEK; ZMITEK; 2019).

Estima-se que, somente cerca de 5 mg/dia de CoQ10 é obtida a partir da
dieta, a sua maior parte é sintetizada pelo proprio organismo humano (WEBER;
BYSTED; HTLNMER, 1997). Foi presumido também, que o pool corporal total da
mesma é entre cerca de 0,5 a 1,5 g em um adulto saudavel (GREENBERG;
FRISHMAN, 1990). A producéo ideal dessa coenzima ocorre por volta dos 25 anos
de idade, a partir desse tempo, diminui regularmente, com o nivel de producédo aos
65 anos reduzidos a aproximadamente 50% (KALEN; APPELKVIST; DALNER,
1989). Esta diminuicdo enddgena relacionada a idade pode estar associada,
diretamente, a longevidade, por meio do desenvolvimento de distlrbios
degenerativos (HERNANDEZ-CAMACHO et al., 2018).

Estudos evidenciaram que essa coenzima traz efeitos benéficos ao cérebro,
incluindo efeitos antidepressivos, sendo capaz de elevar os niveis de serotonina.
Esse efeito pode ocorrer devido a capacidade desse nutracéutico reduzir o estresse
oxidativo e proteger as mitocdndrias (MORRIS et al., 2013; ABUELEZZ et al., 2017;
SALEHPOUR et al., 2019). Os nutracéuticos sdo componentes bioativos que alegam
possuir beneficios a saude, os quais vao além de seu valor nutricional (NAZIR et al.,
2019). Assim, a acdo neuroprotetora da CoQ10 estd associada também, a sua
capacidade de interferir na apoptose (HWANG et al., 2015). Visto que, a CoQ10
porta alguns elétrons presentes na cadeia respiratoria mitocondrial, tornando-se um
potente modulador de apoptose (HARGREAVES, HEATON e MANTHE, 2019).
Assim, essa coenzima é capaz de resistir ao dano mitocondrial causado por ROS e
RNS (FORESTER et al., 2015).

Por esses motivos, torna-se claro que uma alimentacdo saudavel € eficaz na
protecdo do desenvolvimento e tratamento do TDM (MOLENDIJK et al.,, 2018;
LASSALE et al., 2019). Visto que, o desequilibrio da ingestao alimentar e do estado
nutricional, podem interferir no humor e nos transtornos mentais (LIM et al., 2016).
Além disso, a criagdo das recomendacfes nutricionais foi fundamentada na busca

pelo tratamento das deficiéncias nutricionais e das dietoterapias. Entretanto, pouca


https://www.sciencedirect.com/topics/food-science/nutritive-value
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atencdo foi atribuida as recomendacdes relacionadas a promocdo da saude
cerebral. O envelhecimento saudavel e ativo € uma condicdo essencial para se
alcancar uma melhor qualidade de vida, e a associacao entre a alimentacdo e a
saude cerebral é bem estabelecida na literatura (RAMIS et al., 2021).

Por fim, é crescente na literatura, pesquisas que evidenciam a nutricdo como
um fator determinante na prevaléncia e incidéncia dos transtornos mentais. A
suplementacdo de nutrientes pode ser capaz de amenizar a inflamacéo,
potencializar a defesa antioxidante, e reduzir o risco e a ocorréncia de doencas
associadas a idade, como as doencas neurodegenerativas. Assim, a promoc¢ao de
uma alimentacédo balanceada, dispondo de quantidades adequadas de compostos
bioativos antioxidantes, pode ser uma boa estratégia para prevenir e tratar o TDM
(BUSINARO et al., 2021).
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3 JUSTIFICATIVA

Sao diversos os trabalhos que comprovam os potenciais efeitos anti-
inflamatorios e antioxidantes da CoQ10, em diferentes modelos experimentais.
Porém, mesmo com o0 vasto conhecimento, sd0o escassos na literatura, dados
consistentes a respeito do efeito do tratamento cronico, sobre o comportamento tipo-
depressivo, em ratos sobreviventes a sepse induzida por ligacao e perfuracao cecal.
Além disso, muitos pacientes sobreviventes a sepse, que desenvolvem depressao
em longo prazo, detém efeitos colaterais e/ou resisténcia ao tratamento
convencional, o que impacta negativamente na longevidade dos mesmos.

Diante disso, e tomando em conjunto todos os modelos experimentais que
evidenciam os beneficios da CoQ10, hipotetizamos que o tratamento com este
nutracéutico, ira amenizar o comportamento tipo-depressivo, em ratos induzidos por
encefalopatia séptica. Sendo assim, o presente trabalho faz-se necessario, visto
gue, contribuird para o desenvolvimento de novas pesquisas, relacionadas a
interacdo entre as propriedades da CoQ10 e o tratamento do TDM.

Possibilitando inclusive, na colaboracdo para uma possivel aplicabilidade
deste composto no tratamento da depressdo em humanos. Resultado entdo, na
promocao de uma vida mais funcional, prazerosa e longeva. Institucionalmente, este
trabalho encontra-se vinculado a Universidade Federal de Alfenas-MG, por meio do
Programa de Pés-Graduacdo em Nutricdo e Longevidade (PPGNL).
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da administracdo da CoQ10, sobre o comportamento tipo-

depressivo induzido por encefalopatia séptica em ratos e associa-lo a marcadores

de neuroinflamacéo.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)

b)

d)

Avaliar o efeito da sepse e elaborar uma curva temporal (7, 14 e 21
dias) em que os animais sobreviventes, apresentam as alteracdes
comportamentais para os testes de preferéncia a sacarose, nado

forcado e campo aberto;

Avaliar o efeito do tratamento com a CoQ10 (100 mg/Kg e 300 mg/Kg,
p.0), durante 7 dias consecutivos, nos animais submetidos a simulacéo

ou inducédo da sepse ha 14 dias, sobre as alteracées comportamentais;

Avaliar os efeitos do tratamento com a CoQ10 (100 mg/Kg e 300
mg/Kg, p.0), nos animais submetidos a simulagdo ou indugdo da sepse
h& 14 dias, sobre os parametros oxidantes (NADPH oxidase e TBARS)
e antioxidantes (TRAP, GSH e GSSH);

Avaliar a influéncia do tratamento sobre a expressdo génica, através
das andlises de TNF-a, INOS, COX-2 e NRF2 pela técnica de RT-PCR,;

Avaliar a influéncia do tratamento sobre a expressdo das proteinas
GFAP e IBA-1, pela técnica de Western Blotting;



47

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 ASPECTOS ETICOS

O referido estudo foi submetido & Comisséo de Etica para Uso de Animais
(CEUA), da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL) sob o niumero de protocolo
0024/2022. O mesmo foi aprovado e todos os protocolos mencionados estdo de
acordo com o indicado pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagao
Animal (CONCEA).

5.2 ANIMAIS

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar adultos machos (7 semanas),
pesando entre 200 e 250 g, originarios do biotério geral da Universidade Federal de
Alfenas — MG. Os animais tiveram acesso ilimitado a agua e alimentos especiais
(ragcao peletizada normoproteica), foram mantidos a uma temperatura de 23 + 2°C,
com 12 h de luz, sendo estas acesas das 07hOOmin as 19h00min, e ambientados
durante 10 dias antes do inicio dos procedimentos.

A formula para a consecucao do uso de animais sera descrita a seguir, onde
0 numero de ratos utilizados em todo o projeto experimental foi de 120 animais,
divididos em 12 grupos com 10 animais para cada grupo experimental (n = 10).
Contudo, como descrito por Oliveri e colaboradores (2018), os animais submetidos
ao modelo de ligagcéo e perfuracéo cecal, possuem um indice de mortalidade. Para
isso, foi necesséario um adicional de 20% do numero total utilizado, totalizando 144

animais.

5.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
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5.3.1 Avaliacdo temporal em que o animal sobrevivente a sepse apresente as

alteracdes comportamentais para os testes estudados

Para determinar o inicio do tratamento mais conveniente com a CoQ10, foi
realizada uma curva temporal (7, 14 e 21 dias). Assim, foram utilizados 60 animais
divididos em 6 grupos (n=10) (Quadro 3). Os animais submetidos a inducao (Sham)
e simulagédo (CLP) da SAE, foram submetidos aos testes comportamentais de
campo aberto, nado for¢cado e preferéncia a sacarose no 7°, 14° ou 21° dia apés a
cirurgia de ligacdo e perfuracdo cecal (Figura 7) e ndo receberam nenhum

tratamento.

Figura 7 - Representacdo do protocolo de avaliagdo temporal (7, 14 e
21 dias), em gque o animal sobrevivente a sepse, apresente
as alteracdes comportamentais para os testes estudados.

Protocolo 1 — Avaliagdo temporal (7, 14 e 21 dias) em que o animal sobrevivente & sepse apresente as
alteragdes comportamentais para realiza¢éo dos testes estudados.

s.ii?i.; g @
-~ 4 T
7°, 14° ou 21° - 3

dia

(Tramadol (12,5mgiKg,s.c) |

Fonte: Autores (2022).

Nota: A figura 7 representa o protocolo de avaliacdo temporal. No primeiro dia, apds o
periodo de adaptagdo, os animais foram submetidos a cirurgia (Sham ou CLP).
No segundo dia foi administrado novamente o analgésico tramadol. Por fim, os
testes comportamentais de preferéncia a sacarose, campo aberto e nado
forgcado foram realizados no 7°, 14° e no 21° dia ap0s a cirurgia. Abreviaturas:
Sham (simulado); CLP (cirurgia de ligacao cecal).

Quadro 3 - Representacdo dos grupos e numero experimental da curva temporal.

GRUPOS EXPERIMENTAIS | ANIMAIS | DIA | NUMERO DE ANIMAIS POR GRUFPO
1 Sham 7t 10
2 CLP i 10
3 Sham 14¢ 10
4 CLP 14¢ 10
) Sham 21° 10
5] CLP 21° 10

Fonte: Autores (2022).
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5.3.2 Avaliacdo do efeito da coenzima ql10 sobre o comportamento tipo-

depressivo em ratos induzidos por encefalopatia séptica.

A CoQ10 apresentada na forma de po, foi suspensa em 2 ml/kg de 6leo de
soja e aplicada nas doses de (100 ou 300 mg/Kg/p.o) (SONG et al., 2017). Assim,
foram utilizados 60 animais divididos em 6 grupos (n=10) (Quadro 4).

Apbés a suspensdo do composto, foi administrado ao animal: veiculo (2
ml/Kg), CoQ10 (100 mg/Kg) ou CoQ10 (300 mg/kg), através de gavagem, durante 7
dias consecutivos, entre 0 7° e 0 14° apos a cirurgia de inducdo ou simulacdo a
sepse. No Ultimo dia (14° dia), os animais foram submetidos aos testes
comportamentais de preferéncia a sacarose, campo aberto e nado forcado,
respectivamente. O periodo da administracdo do composto, realizado nesta etapa,

foi determinado conforme o protocolo anterior (Figura 8).

Figura 8 - Representagcéo do protocolo de avaliacdo do efeito da coenzima
gl0, sobre o comportamento tipo-depressivo, em animais
sobreviventes a sepse.

Protocolo 2 - Efeito do tratamento com a CoQ10 sobre 0 comportamento tipo-depressivo em animais
sobreviventes a sepse induzida por CLP.

Entreo 4 4. T =
Teo14°dia gl

Tramadol (12,5mgikg,s.c) cvz:gla (OZJnIl;(lg(;. p.o) ;
0 mg/Kg, p.o
CoQ10(300mg/Kg, p.o)

Fonte: Autores (2022).

Nota: Posterior a curva temporal, foi realizado o tratamento com a coenzima q10,
representado na figura 8. Assim, a administracdo do nutracéutico foi realizada durante
7 dias consecutivos, conforme o periodo mais conveniente, observado na andlise de
dados da curva temporal.



Quadro 4 - Representacdo dos grupos e numero experimental, entre 0s
animais tratados com coenzima 10 ou veiculo.
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CIRURGIA TRATAMENTO NUMERO DE ANIMAIS POR GRUPO
Sham Veiculo 2 mi/Kg 10
CLP Veiculo 2 ml/Kg 10
Sham CoQ10100 ml/Kg 10
CLP CoQ10 100 ml/Kg 10
Sham CoQ10 300 mi/Kg 10
CLP CoQ10 300 mi/Kg 10

Fonte: Autores (2022).

5.3.3 Avaliacdo do efeito da coenzima ql0 sobre o estresse oxidativo e
expressdo de marcadores de neuroinflamacao por RT-PCR ou Western
Blotting em animais com comportamento tipo-depressivo induzidos por

encefalopatia séptica

Os mesmos animais do protocolo 2, que receberam através de gavagem,
veiculo (2 ml/Kg) ou CoQ10 (100 ou 300 mg/Kg), por 7 dias consecutivos, apos
serem encaminhados para o0s testes comportamentais, foram submetidos a
eutanasia e decapitados por guilhotina. Além disso, o encéfalo foi retirado para a
disseccdo do hipotdlamo, o qual foi armazenado a uma temperatura de -80°C para
analise de TNF-a, iINOS-2, COX-2 e NRF2 através da técnica de RT-PCR. O
hipocampo e o cortex pré-frontal também foram dissecados e armazenados, a uma
temperatura de -80°C, para posterior andlise dos parametros oxidativos de NADPH
oxidase, TBARS, TRAP, GSH e GSSH, bem como da expressdo das proteinas
GFAP e IBA-1 pela técnica de Western Blotting (Figura 9).
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Figura 9 - Representacdo do protocolo de avaliacdo do efeito da coenzima ql0,
sobre os testes de estresse oxidativo, RT-PCR e Western Blotting, em
animais com comportamento tipo-depressivo induzidos por encefalopatia
séptica.

Protocolo 3 - Efeito do tratamento com a CoQ10 sobre os testes de Estresse Oxidativo, RT-PCR e

Western Blotting em animais com comportamento tipo-depressivo induzidos por encefalopatia séptica.

LR

- @ -,

~ o
A

Entreo
1° dia 2° dia 7°eo14°dia

Analises
Bioquimicas
Veiculo (2ml/Kg, p.o) Col d
Tramadol (12,5mg/K .u:)] oleta de
[ oK C0Q10 (100mg/Kg, p.o Rkt
CoQ10 (300mg/Kg, p.o
L J

Fonte: Autores (2022).

Nota: A figura 9 ilustra todo o procedimento experimental realizado. Sucintamente, no primeiro dia
apos o periodo de adaptacdo do animal ao laboratério, foi realizada a cirurgia de indugéo ou
simulagdo da sepse. No segundo dia os animais foram novamente analgesiados.
Posteriormente, foi realizado o tratamento com a coenzima ql10, durante 7 dias consecutivos,
entre 0 7° e o0 14° dia. No ultimo dia de tratamento (14° dia), os animais foram submetidos aos
testes comportamentais, e tiveram suas estruturas cerebrais coletadas para posterior avaliagdo
bioquimica.

5.4 NUTRACEUTICO E DROGAS

Substéancias utilizadas:

a) Coenzima Q10 (Sigma, Brasil) administrada via gavagem (p.o), durante 7 dias
consecutivos;

b) Oleo de soja (Liza, Brasil) utilizado para diluir a coenzima q10;

c) Tribromoetanol (TBE) (Sigma, Brasil) administrado via intraperitoneal (i.p.);

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

e) Salina estéril 0,9% (Isofarma), Alcoois 70% e Clorexidina 0,2% (Isofarma)
utilizados para assepsia;

f) Pentabiotico (Ford Dodge Saude Animal LTDA) administrado via intramuscular

(i.m.);
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5.5 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

5.5.1 Inducéo da sepse por ligacéo e perfuracéo cecal

Inicialmente os animais foram anestesiados com TBE (150 mg/kg/i.p) (Figura
10) e analgesiados com tramadol (12,5 mg/kg/s.c). Em seguida, perante
circunstancias assépticas, uma laparotomia mediana com cerca de 2 cm foi
realizada, a fim de expor o ceco e o intestino adjacente. O ceco foi ligado com uma
sutura de seda, com 3,0 cm, na sua base, abaixo da valvula ileocecal, onde foi
perfurado duas vezes com uma agulha calibre 18 (RITTIRSCH et al., 2009). Em
seguida, o ceco foi espremido delicadamente, para extrudar uma pequena
guantidade de fezes através da perfuracdo. Posteriormente, o ceco foi devolvido a
cavidade peritoneal e a laparotomia foi fechada, com sutura de seda.

Os animais do grupo controle (Sham), também tiveram o ceco exteriorizado e
retornado ao abdomen e, posteriormente, a cavidade abdominal suturada, conforme
mencionado acima. Imediatamente apds o término da cirurgia, todos os animais
receberam uma dose de solugédo de pentabiotico (24.000 UI/Kg/i.m.). Apos 24 h, foi
administrada outra dose de tramadol (12,5 mg/Kg/s.c) (Figura 11). Para minimizar a
variabilidade entre diferentes experimentos, o procedimento cirlrgico foi realizado

pelo mesmo pesquisador (OLIVERI et al., 2018).

Figura 10 - Demonstracdo dos passos executados durante a
cirurgia de inducdo da encefalopatia séptica.

—_— ‘ >
/C , . .
W .

L"\‘ P |

Fonte: Autores (2022).
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Nota: A figura 10 representa os procedimentos realizados durante a CLP.
Em ‘a’ temos a administragao via subcutinea do tramadol com o
animal previamente sedado. Em ‘b’ e ‘c’ foi realizada a assepsia.
Em ‘d com a laparotomia mediana realizada nos tecidos
epidérmico e muscular, o ceco foi exposto e 0 mesentério cortado.
Em ‘e’ foi realizada a ligadura da valvula ileocecal, com uma haste
flexivel, posicionada abaixo do ceco, a fim de impedir a
interrupgdo do fluxo. Em ‘¥ na regido inferior do ceco, foram
realizadas as duas perfuragcdes. Em ‘g’ o ceco foi delicadamente
espremido, e a haste flexivel foi retirada posteriormente. Em ‘h’ o
musculo do animal foi suturado. Em ‘i’ suturou-se a pele do
mesmo, deixando uma por¢édo adicional de linha de sutura, para
que o animal roa, impedindo entdo, o rompimento dos pontos
antes da cicatrizacdo. Em ' foi administrado o antibidtico via
intramuscular. Abreviaturas: CLP (cirurgia de ligacdo e perfuracéo
cecal).

Figura 11 - Representacdo da simulacdo ou inducdo da sepse, pela
cirurgia de ligacdo e perfuragéo cecal.

(78E(150mgikgip)) (Tramadol (12 5mgKg.s.c)) ((Pentabistico (0,01mI/100g,i.m.) ) Z4h

e mme owm o=

[Tramadol (12,5mgiKg, s.c)|

Fonte: Autores (2022).
Nota: A figura 11 representa os procedimentos realizados no primeiro e no segundo
dia, apés o periodo de adaptacé@o do animal ao laboratério.

5.5.2 Tratamento com a coenzima q10

A CoQ10 foi previamente apresentada na forma de pd, sendo preparada
apenas no dia da administracdo, somente a quantidade a ser utilizada. Foi
manipulado o mesmo volume de 2 ml/Kg de veiculo, para diluir 100 ou 300 mg/Kg de
CoQ10. O veiculo foi preparado com 6leo de soja. Apds a diluicdo, foi aplicada nas
doses de 100 ou 300 mg/Kg (SONG et al., 2017).

Apoés a suspensao do composto, foi administrado nos animais Sham e CLP:
CoQ10 (100 ou 300 mg/Kg/p.o.) ou veiculo (2 ml/Kg/p.o.) (Figura 12), por um
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periodo de 7 dias consecutivos, as 07h30min, entre o 7° e o0 14° dia apls a
simulacdo ou inducdo da sepse. Anterior ao tratamento foi realizada uma curva
temporal (7, 14 e 21 dias) onde no ultimo dia, os animais foram submetidos aos
testes comportamentais. A mesma foi realizada com o proposito de identificar o
periodo mais conveniente para a realizagdo do tratamento (OZER et al., 2017).

Figura 12 - Representacdo do tratamento com a
coenzima 10 administrada via
gavagem, durante 7 dias
consecutivos.

Fonte: Autores (2022).

Nota: A figura 12 demonstra a administracdo da coenzima
g10 realizada via gavagem.

f

5.5.3 Coleta e processamento do tecido cerebral

Posterior aos testes comportamentais, os animais foram decapitados por
guilhotina apds analgesia com tramadol (12 mg/Kg/s.c), e tiveram seus encéfalos
coletados, para posterior anélise dos fatores oxidativos, inflamatérios e detecgcéo de
proteinas. Em seguida, as regides do hipotalamo, hipocampo e cortex pré-frontal
foram dissecadas sobre o0 gelo, em uma temperatura de 4°C. Imediatamente apos a
dissecc¢do, as estruturas foram congeladas, individualmente, em nitrogénio liquido e

armazenadas em um freezer a -80°C, para o posterior uso.
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5.6 ANALISES BIOQUIMICAS

5.6.1 Avaliagdo da producdo de superdxido basal e atividade NADPH oxidase

A producdo de superoxido basal e a atividade da NADPH oxidase, foram
avaliadas por quimioluminescéncia derivada da lucigenina, conforme o método
descrito por Lima e colaboradores (2021) com algumas adaptacdes. Aliquotas do
hipocampo, mantidas em freezer a -80°C, foram descongeladas e imediatamente
levadas ao homogeneizador de vidro, contendo 150 pyL de tamp&o de fosfato (PBS),
com o pH 7,4. Em seguida, o homogeneizado foi centrifugado a (12.000 x g) por
12min a 4°C, e o sobrenadante foi coletado.

Avaliou-se a producdo de superoxido basal através da adicdo de um
sobrenadante, a nove volumes de reagao, contendo 10 uM de lucigenina e 0,02 M
de solucao salina tamponada com PBS, em uma placa branca de 96 pocos. Captou-
se a quimioluminescéncia, através da medicéo de ciclos de 30seg, realizados a cada
30seg, por 5min (ou seja, 10 ciclos), com auxilio de um luminémetro (BioTek,
Synergy™ H1), através do programa Symplicity® 4.20. O resultado foi expresso em
unidade relativa de luz e corrigido pela concentracéo de proteina no sobrenadante.

5.6.2 Medi¢bes do conteudo de glutationa reduzida

A dosagem dos niveis de glutationa total (GSH), bem como a dissulfeto de
glutationa (GSSG) foi realizada conforme o método descrito por Ellman (1959) e
adaptado por Miranda e pesquisadores (2018), com algumas alteracdes. Foi
necessario a preparacao de acido tricloroacético (TCA) 10%, triton 10%, TFK 1M pH
7,4, acido 2-nitrobenzéico (DTNB) 10mM e GSH 1mM.

A estrutura utilizada foi o hipocampo, as amostras foram diluidas em um tubo
contendo 1:1 com TCA. Posteriormente, foram vortecadas e submetidas a
centrifugagéo (4000 x g) durante 10min a 4°C. O sobrenadante foi coletado para a
primeira medi¢cdo. Em seguida, o DTNB foi adicionado a solugéo, e outra medida foi

realizada ap6s 3 min. A absorbancia foi registrada em 412 nm, usando um


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651320309787#bib23
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651320309787#bib47
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651320309787#bib47
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espectrofotdmetro (BioTek, Synergy™ H1). A concentracdo de GSH foi expressa em

pMg/mL, apds, expressa em % de controle.

5.6.3 Medicdo de substancias reativas ao acido tiobarbitarico

A medicdo da peroxidacdao lipidica, a partir das concentragcbes do
malondialdeido (MDA), ap6s uma reacdo com o &cido tiobarbitdrico, foi realizada
conforme descrito por Silveira e sua equipe (2016) e adaptado por Lamarao-Vieira e
colaboradores (2019), com algumas modificacfes. Foi preparado o tampao de acido
acético, o dodecil sulfato de sodio (SDS) 8,1%, o acido tiobarbitarico (TBA) 0,6% e o
MDS 0,03 mM. As amostras do hipocampo foram homogeneizadas em tampéao de
Tris HCL 10 mM pH 7,4 na proporcao de 1:10.

O material foi incubado a 95°C por 1 h, para a formacdo do complexo MDA-
TBA. O homogenato foi centrifugado (3500 x g) durante 10min, a 4°C, e o
sobrenadante coletado, foi utilizado para avaliar o teor de MDA. A formacdo de
coloracdo rosa claro indicou a reacdo do MDA com o TBA. A absorbéancia foi
registrada em 532 nm usando um espectrofotdmetro (BioTek, Synergy™ H1). A
concentracdo de TBARS foi expressa em pmol/L, posteriormente expressa como %

de controle. O ensaio de Bradford (1976) foi usado para normalizar a proteina.

5.6.4 Avaliagdo do parametro antioxidante total de aprisionamento de radicais

De acordo com o método elaborado por Feldman (2019), o ensaio TRAP
explora a capacidade antioxidante de uma amostra, sendo uma medida de avaliagao
do estresse oxidativo em animais. As amostras do hipocampo foram dispostas em
uma placa White Solid Bottom. A partir do segundo poco, foram adicionados 5 pL de
PB e 5 uL em 3 pocgos de controle (PB, Luminol e ABAP (amidinopropano)). Na
ultima diluicdo, foram descartados 5 pL. Foram adicionados 200 pL de Luminol e 60
uL ABAP por poco. Posteriormente, realizou-se a leitura a cada 30seg, durante

20min.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651320309787#bib21
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651320309787#bib21
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651320309787#bib40
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651320309787#bib40
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0147651320309787#bib40
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5.6.5 Avaliagcéo de expressao génica

Genes envolvidos nas cascatas do processo inflamatoério foram analisados
pela técnica da Reverse-transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR, reacéo
em cadeia da polimerase via transcriptase reversa) como: COX-2, TNF-a, iINOS e
NRF2. A Tabela 1 apresenta o resumo das informacdes sobre os primers utilizados e
respectivos genes alvo.

O hipotadlamo foi coletado e armazenado em solucdo de trizol a -80°C até o
momento da extracdo de RNA total. A quantificacdo do RNA total foi avaliada por
leitura espectrofotométrica utilizando o NanoDrop® ND1000 (Thermo Scientific,
Wilmington, DE, USA). Em seguida, foi realizada a incubacdo do RNA total com
DNase, por 15 min em termociclador a 37°C, a fim de se eliminar possivel
contaminagdo com DNA gendmico. Feito isso, o0 RNA total foi, entdo, submetido a
reacao de transcricdo reversa (RT) utilizando Randon primers e High Capacity cDNA
Reverse Transcription Kit® (Applied Biosystems, S&o Paulo, 186 SP, Brasil),
conforme as instrugdes do fabricante. Todos os reagentes foram incubados a 25°C
por 10 min, 37°C por 120min e ent&o, 85°C por 5min para promover a inativagao da
enzima.

A expressdo dos genes alvo foi investigada utilizado o sistema Power
Sybr®Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, S&o Paulo, SP, 191 Brasil) no
ABI Prism 7500 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Sao Paulo, SP,
Brasil). Todas as reacfes foram efetuadas obtendo-se um volume final de 25 pl e os
genes foram amplificados seguindo as seguintes condi¢cdes experimentais: 95°C por
10 min (1 ciclo), desnaturagcao a 95°C por 10seg, seguido pelo anelamento a 60°C e
extensdo por 1 min (40 ciclos). A normalizacdo dos valores de expressao dos genes
alvo foi feita utilizando a expressao do gene constitutivo ACTB (“B-actin”). O método
AACt com correcdo da eficiéncia foi empregado para calcular a expressao relativa
de cada gene. E, uma amostra controle foi usada como calibradora (PFAFFL, 2001).

Os valores médios de eficiéncia para cada gene foram mensurados através
do perfil de amplificacdo de cada amostra, através do auxilio do programa

LinRegPCR, conforme as recomendacdes de Ramakers e colaboradores (2003).
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Tabela 1 - Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores e tamanho do fragmento
amplificado utilizados nas reacfes de RT-PCR.

Tamanho N° de acesso

Gene Mecanismo Oligonucleotideo iniciador
(pb)  no Genbank
ACTR Constitutivo (8- S:AGCCATGTACGTAGCCATCC 115 NM_031144.
ACTINA) AS:ACCCTCATAGATGGGCACAG 2
Mediador bioldgico
. em diversos S: ACCATGGAGCATCCCAAGTA
iNOS 60 S$71597.1

processos, incluindo  AS: CAGCGCATACCACTTCAGC
a neurotransmissao
) S: TGTATGCTACCATCTGGCTTCGG
Enzima pré-

COX-2 ) o AS:GTTTGGAACAGTCGCTCGTCAT 94 AF233596.1
inflamatoria

C
Regula a
proliferacéo celular,
_ S: ACCACGCTCTTCTGTCTACTG NM_012675.
TNF-a induz apoptose e 169
AS: CTTGGTGGTTTGCTACGAC 3

resposta

Inflamatéria®

Fonte: 'KIM e PARK (2010); LIU, QU e YAN (2015); VAN HORSSEN, TEM HAGEN e
EGGERMONT (2006).
Abreviaturas: S: sense (forward primer); AS: antisense (reverse primer); pb: pares de base; ACTB: 8-
actin; iNOS: nitric oxide synthase COX-2: cyclooxygenase-2; TNF-a: tumor necrosis
factor alpha.

5.6.6 Western blotting

Foi utilizado o cértex pré-frontal dos animais para avaliacdo da expressao das
proteinas GFAP e IBA-1, através da realizacdo da técnica de Western blotting. As
amostras foram inicialmente preparadas, sendo descongeladas sobre o gelo (4°C) e
maceradas em tampdo de ensaio de radioimunoprecipitacdo (RIPA), contendo
inibidores de protease e fosfatase (Sigma-Aldrich, St Louis, MO). Os lisados, por sua
vez, foram centrifugados (9200 x g) durante 15 min a 4°C. Os sobrenadantes foram
recuperados e as proteinas totais foram quantificadas pelo método de Bradford e,

posteriormente, ressuspendidas em tampé&o de amostra Laemmli.

No primeiro da técnica, no immunoblot a banda estava no tamanho molecular
apropriado. Uma aliquota de 15ug de proteina foi separada por SDS-PAGE (12%,

eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sodio), posteriormente
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transferida (100V, 250mA por 2 h) para uma membrana de PVDF (Amersham
Bioscience) com um sistema eletroforético semi-seco (Bio-Rad,Hercules, CA). Em
seguida, a membrana foi bloqueada por 2h, a 4°C, com solucéo de bloqueio (PBS
com 5% de leite desnatado) a temperatura ambiente, para prevenir a ligacdo néo
especifica de proteinas, sendo lavada 3 vezes em PBS contendo 0,05% de Tween
20 (TBS-tween 0,1%) e finalmente incubadas overnight, a 4°C com os anticorpos
anti-GFAP (1:1000) e anti-IBA (1:2000).

No segundo dia, foram realizadas 3 lavagens com TBS-tween 0,1%. Em
seguida, as membranas foram incubadas durante o periodo de 1 h a temperatura
ambiente, com os anticorpos secundarios especificos anti-coelho (1:2000) e
(1:4000), respectivamente, por 2 h, a 4°C. ApGs o periodo de incubacgdo, a
membrana foi lavada 3 vezes seguidas, em com TBS-tween 0,1%.
Subsequentemente, as bandas imunorreativas foram visualizadas, aplicando-se um
kit de deteccdo comercial durante aproximadamente 2 min (ECL Western Blotting
Detection Kit (Bio Rad Laboratories / solu¢cédo de perdxido e solucdo de intensificador
de Luminol / cada 1ml de TBS-tween 200ul de ECL). As imagens de analise foram
capturadas por um analisador de imagem por quimioluminescéncia (Chemidoc, Bio-
Rad, Hercules, CA). Em seguida, as membranas passaram pelo processo de
stripping seguido do bloqueio com 5% de leite desnatado em PBS por 2 h. Apds o
blogueio, as membranas foram novamente lavadas com TBS-tween 0,1% por 3
vezes, e submetidas a incubagcdo overnight, a 4°C com o anticorpo primério anti-
actina (1:4000, Abcam, ab-4700).

No dia seguinte, as membranas foram novamente submetidas a 3 lavagens
com TBS-tween 0,1%, e foram incubadas por 1 h com o anticorpo secundario
(2:2000, Abcam, ab-6789). Apos a incubacdo, as membranas foram novamente
lavadas e, posteriormente, aplicou-se o kit de deteccdo comercial durante o periodo

aproximado de 2 min (kit de detection ECL, Bio-Rad, Hercules, CA).

Por fim, as membranas foram digitalizadas através do equipamento de
imagem por quimioluminescéncia (ChemiDoc, Bio-Rad, Hercules, CA, XRS) e as
intensidades de banda foram quantificadas utilizando o software ImagelLab verséo

6.0 (Bio-Rad Laboratories, Inc.). A andlise foi realizada em relacdo a proteina B-
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actina e os dados expressos foram normalizados para o controle (RIBEIRO et al.,
2020). O GFAP possui peso molecular em torno de 50 kDa, ja o IBA-1 de 17 kDa.

5.7 TESTES COMPORTAMENTAIS

5.7.1 Preferéncia a Sacarose

O teste de preferéncia a sacarose € utilizado para avaliar comportamentos
semelhantes a depressdo, particularmente a anedonia (SCHEGGI; MONTIS;
GAMBARANA, 2018). Conforme descrito por Serchov e sua equipe (2016), os
animais foram submetidos a quatro dias de treinamento, expondo-0s a uma solucéo
de sacarose a 10% (Figura 13), durante um periodo de 2 h diarias, das 08h00Omin as
10h00min, com livre acesso a agua e a comida. ApGs o periodo de treino (dia do
teste), os animais tiveram acesso a solucdo de sacarose e a agua pesada
previamente, sendo que, ao término do prazo de 2 h, os volumes ingeridos de agua
e sacarose foram verificados, quantificando a diferenca de peso entre as duas
garrafas.

A preferéncia a sacarose (PS) foi determinada usando a seguinte equacao:

volume de sacarose ingerido (ml)
PS = - _ _ x 100
total (volume de dgua + volume de sacarose ingerido)
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Figura 13 - Representacdo do teste comportamental de
preferéncia a sacarose, realizado para
avaliacdo do comportamento tipo-depressivo.

Fonte: Autores (2022).

Nota: A figura 13 demonstra como foi realizado o teste comportamental
de preferéncia a sacarose durante a pesquisa, empregado para
avaliar o comportamento de anedonia. Neste, o animal foi
submetido a duas solu¢Bes, uma contendo agua pura e a outra
adicionada de sacarose a 10%. Foi realizado um periodo de
treinamento durante 4 dias consecutivos, com as solucfes sempre
no mesmo local, para que o animal aprenda a localizar onde esta
cada uma das solucdes. No quinto dia, as solu¢des foram pesadas
antes e apos a realizacdo do teste, a fim de calcular o volume
ingerido.

5.7.2 Nado Forcado

Este teste € utilizado para verificar sintomas semelhantes a depressdo em
roedores. Para a realizagdo do mesmo, utilizou-se um aparato cilindrico
transparente, de 24 cm de didmetro por 60 cm de altura (Figura 14), contendo 50 cm
de 4gua a 24 + 1°C (PADOVAN; GUIMARAES, 2004). O volume de agua permite ao
animal nadar ou boiar, sem encostar as patas ou a cauda no fundo do aparato. O
animal foi colocado para nadar, por um periodo de 15min, no dia anterior ao teste
(pré-teste). No dia do teste, 24 h apés o treinamento, cada animal foi filmado por
5min, para posterior analise (DETKE; RICKELS; LUCKI, 1995). A avaliacdo levou
em conta os seguintes parametros (ARMARIO; GAVALDA; MARTI,1988):

1) Floating (tempo em que o animal permanece flutuando, sem movimentos);

2) Swimming (quando o animal se movimenta e realiza rotacdes no aparato);

3) Climbing (onde se observa tentativas de escape, escalando as paredes do
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aparato);

Figura 14 - Aparato cilindrico utilizado para realizacdo do teste
comportamental de nado forgcado para avaliacdo do
comportamento semelhante a depressao.

Fonte: Autores (2022).

Nota: A figura 14 demonstra a realizacdo do teste comportamental de nado for¢ado,
utilizado para avaliar o comportamento tipo-depressivo. Para a realizacao
deste teste, os animais foram submetidos ao aparato por um periodo de
treinamento, no dia anterior ao teste, durante 15 min. Objetivando assim, que
0s animais se lembrem que o aparato € inescapavel. No dia seguinte, os
animais foram novamente submetidos ao aparato, desta vez, permaneceram
por um periodo de 5 min e foram filmados para posterior analise.

5.7.3 Campo Aberto

Através da avaliacdo deste teste, é possivel verificar a atividade locomotora
em roedores (VALLE, 1970). Os animais foram colocados, individualmente, no
centro de uma arena quadrada de acrilico (Figura 15), de fundo preto, (com diametro
de 60 cm e paredes com 50 cm de altura). Os mesmos foram filmados por 20min,
para posterior analise dos seguintes parametros: distancia percorrida (cm) e tempo
de imobilidade (s). Em seguida, o aparato foi limpo, com solucao de etanol a 5%, e a
andlise foi realizada automaticamente pelo software Ethovision XT versdo 9.0
(WILCONSON et al., 2007; TOYAMA, 2012).
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Figura 15 - Demonstracdo da arena utilizada no teste comportamental de campo
aberto para avaliacdo da locomocdo dos animais submetidos a
simulagdo ou inducéo da encefalopatia séptica.

o "‘
Fonte: Autores (2022).
Nota: A figura 15 se refere a arena utilizada no teste comportamental de campo aberto, utilizado para
avaliar a atividade locomotora dos animais durante a pesquisa. Para a realizacdo deste teste,
0s animais foram colocados, individualmente, no centro desta arena e filmados por 20 min,
para posterior andlise. Além disso, a arena foi devidamente higienizada com alcool 5%, entre
um animal e o outro.

5.8 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados foram analisados utilizando o programa do software GraphPad®
versdo 8.0 e expressos como média + erro padrdo da meédia (EPM). Para a
comparacao dos efeitos da simulacdo ou inducdo encefalopatia séptica, sobre os
parametros de alteragbes comportamentais nos testes de preferéncia a sacarose,
nado forcado e campo aberto, entre os animais Sham e CLP submetidos a curva
temporal em 7, 14 e 21 dias, foi utilizada o teste T-Student.

A andlise de variancia (ANOVA) de duas vias, seguida pelo pés-teste de
Tukey, foi utilizada para comparar o efeito dos tratamentos (veiculo ou CoQ10, p.o.)
sobre os parametros das alteracdes comportamentais nos testes de preferéncia a
sacarose e nado forcado, bem como nas analises de estresse oxidativo, parametros
inflamatorios e expressdo das proteinas estudadas, em animais submetidos a
simulacdo ou inducdo da sepse por CLP. Além disso, foi considerado o nivel de
significancia para valores de p inferiores a 0,5 (p<0.05).
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6 RESULTADOS

6.1 AVALIACAO DO EFEITO DA SIMULACAO E INDUCAO DA ENCEFALOPATIA
SEPTICA DURANTE A CURVA TEMPORAL DE 7, 14 E 21 DIAS SOBRE 0OS
TESTES COMPORTAMENTAIS REALIZADOS

6.1.1 Preferéncia a Sacarose

A seguir, o gréfico 1 permite-nos avaliar o desempenho comportamental
obtido no teste de preferéncia a sacarose, referente aos animais submetidos a curva
temporal, realizada em 7, 14 e 21 dias (graficos-1 A, B e C respectivamente) apds a
inducéo ou simulacdo da sepse por ligacdo e perfuracdo cecal. Mediante a analise
dos dados, foi observada diferenca estatistica sobre a ingestdo reduzida de
sacarose no grupo CLP comparado ao grupo Sham (*p<0.05), entre os animais
testados no 14° dia apGs a cirurgia. Posteriormente, foi descrito os dados (Tabela 2)

contendo as andalises estatisticas realizadas, referente ao teste mencionado.

Gréfico 1 - Avaliacdo dos animais da curva temporal, com comportamento tipo-
depressivo induzidos por encefalopatia séptica, submetidos ao teste de

preferéncia a sacarose em 7, 14 e 21 dias apés a inducdo ou
simulacao da sepse.
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Fonte: Autores (2022).

Nota: E possivel observar em A a ingestdo de sacarose (ml) entre os animais testados em 7 dias, em
B entre os animais testads em 14 dias e em C entre 0s animais testados em 21 dias apos a
inducdo ou simulagédo da sepse. Estatistica: Teste T (n=10). p<0.05 apresentando reduc¢éo da
ingestdo de sacarose no grupo CLP comparado ao grupo Sham, entre os animais testados no
14° dia.
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Tabela 2 - Analise do teste t ndo pareado sobre o teste de preferéncia a sacarose,
realizado em 7, 14 e 21 dias ap0s a simulacéo ou inducao da sepse para
avaliacdo do comportamento de anedonia.

Parametros 7 dias 14 dias 21 dias
| | I ] 1
Volume t = 0.6050, df = 16 t =2.855, df = 16 t=0.2576, df = 16
ingerido (ml) P = 0.5537 P =0.0115 P =0.8000

Fonte: Autores (2022).

6.1.2 Nado Forgado

A seguir, € apresentado o gréfico 2, o qual demonstra os dados encontrados
no teste comportamental de nado forgado, realizado durante a curva temporal em 7,
14 e 21 dias ap6s a simulacado ou inducédo da encefalopatia séptica. Nos graficos A,
B e C, temos os dados referentes ao tempo de nado. Em D, E e F, os dados
inerentes ao tempo de imobilidade. Em G, H e |, dados pertinentes ao tempo de
escalada. Entre os animais testados em 7, 14 e 21 dias, respectivamente, apos a
cirurgia. Em seguida, sao apresentadas as analises dos referidos dados (Tabela 3).

Através da avaliacdo dos dados, foi possivel observar a presenca do
comportamento tipo-depressivo, nos animais testados em 7 e em 14 dias apés a
inducdo da sepse, observando redugédo na performance de nado nos animais do
grupo CLP comparado aos animais do grupo Sham. Referente aos animais do grupo
submetido a inducdo ou simulacdo da sepse e testados no 7° dia, observou-se
reducdo significativa no tempo de nado (***p<0.001, grafico 2-A) e no tempo de
escalada (*p<0.05, gréfico 2-G), além do aumento no tempo de imobilidade
(***p<0.001, grafico 2-D) no grupo CLP em relacdo ao grupo Sham. Sugerindo
assim, a presenca do comportamento tipo-depressivo, através da reducdo da
motivacdo dos animais CLP, em tentar escapar da situacéo aversiva, causado pelo
efeito cronico da cirurgia de ligadura e perfuracédo cecal.

Posteriormente, analisando os dados do grupo submetido & simulagdo ou
inducéo da encefalopatia séptica e testado no 14° dia, foi possivel observar reducéo
significativamente estatistica no tempo de nado (****p<0.0001, grafico 2-B) e no
tempo de escalada (**p<0.01, gréfico 2-H), ademais também foi evidenciado um
aumento significativo no tempo de imobilidade (****p<0.0001, grafico 2-E) entre os

animais do grupo CLP comparado aos animais do grupo Sham. Evidenciando assim,
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gue o comportamento do tipo-depressivo permaneceu entre o periodo de 7 e 14 dias
apos a cirurgia. Além disso, € possivel observar que os animais do grupo Sham
aumentaram a sua performance no referido teste, comparados ao grupo CLP. Sendo
assim, o periodo mais conveniente para o tratamento com a CoQ10 ficou definido
como entre 0 7° e 0 14° apoés a simulagdo ou indugdo da sepse.

No que diz respeito aos testes realizados 21 dias apos a cirurgia de inducao
ou simulacdo da encefalopatia séptica, ndo foram encontradas diferencas
estatisticas significativas nas comparacdes dos grupos CLP e Sham, em nenhum
dos parametros investigados (graficos 2-C, 2-F e 2-1). Este dado, analisado
isoladamente, sugere entdo a auséncia do comportamento semelhante a depresséao
entre esses animais. Hipotetizamos assim, que esses animais possivelmente ja
haviam se recuperado da cirurgia e néo apresentaram, visivelmente, sequelas

cognitivas, mediante a analise do teste de nado forgado.
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Gréfico 2 - Avaliacdo dos animais sobreviventes a sepse, sobre o comportamento
tipo-depressivo, submetidos ao teste de nado forcado em 7, 14 e 21 dias
apos a cirurgia de simulacdo ou inducdo da sepse.
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Fonte: Autores (2022).

Nota: E possivel observar em A, B e C o tempo de nado (s), em D, E e F o tempo de imobilidade (s) e
em G, H e | o tempo de escalada (s), entre os animais submetidos a curva temporal de 7, 14 e
21 dias, respectivamente. Estatistica: Teste T (n=10). Entre os animais testados no 7° dia:
***n<0.001 entre o tempo de nado de imobilidade, e *p<0.05 entre o0 tempo de escalada,
representando reducgdo no grupo CLP comparado ao grupo Sham. Entre os animais testados
no 14° dia: ***p<0.0001 entre os tempos de nado e imobilidade, e p<0.01 entre o tempo de
escalada, reduzido no grupo CLP comparado aos animais do grupo Sham. Entre os animais
testados no 21° dia: p>0.05, em todos os parametros, entre todos 0s grupos.
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Tabela 3 - Andlise do teste t ndo pareado, entre os animais submetidos as anélises
da curva temporal, mediante a realizacdo do teste de nado forcado em 7,
14 e 21 dias ap6s a cirurgia de inducdo ou simulacdo da sepse.

Parametros Nado Imobilidade Escalada
| | I ] 1

Tempo (s) t=4.057, df = 17 t =5.044, df = 16 t=2.561, df = 16
(7 dias) P = 0.0008 P =0.0001 P =0.0210

Tempo (s) t=6.680, df = 17 t=7.224, df = 17 t = 3.456, df = 18
(14 dias) P < 0.0001 P < 0.0001 P =0.0028

Tempo (s) t =0.0805, df =18 t=0.1196, df =18 t=0.9460, df = 18
(21 dias) P =0.9397 P =0.9061 P =0.3567

Fonte: Autores (2022).

6.1.3 Campo Aberto

A seguir, o grafico 3 demonstra a performance comportamental dos animais
submetidos ao teste de campo aberto em 7, 14 e 21 dias apdés a cirurgia de inducao
ou simulac&o da sepse. N&o foi observada diferenca estatistica significativa (p>0.05)
comparando 0s grupos Sham aos grupos CLP, quanto aos parametros de distancia
percorrida (grafico 3-A) e tempo de imobilidade (grafico 3-B) em nenhum dos dias
testados. A andlise estatistica dos achados se encontra descrita posteriormente
(Tabela 4).

Contudo, analisando os dados dos parametros de distancia percorrida e
tempo de imobilidade, referentes a duracéo total do teste de campo aberto (20 min),
foram observados significAncia estatistica (p<0.0001) na reducdo da distancia
percorrida e no aumento do tempo de imobilidade no periodo final (entre 15 a 20
min), entre os animais dos grupos Sham e CLP, comparados ao periodo inicial
(entre 0 a 5 min) em todos os grupos e periodos testados. Sugerindo assim, uma
maior motivacdo no periodo inicial, em explorar um ambiente até entdo
desconhecido, a qual diminui proporcionalmente, a medida que o animal se habitua

ao aparato.
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Gréfico 3 - Avaliagdo do desempenho comportamental dos animais sobreviventes a
encefalopatia séptica, submetidos ao teste de campo aberto por 20
minutos, em 7, 14 e 21 dias ap0s a cirurgia de ligacdo e perfuracédo
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Fonte: Autores (2022).

Nota: Em A temos a distancia percorrida (m), e em B o tempo de imobilidade (s) referente aos
animais da curva temporal testados em 7, 14 e 21 dias, respectivamente, ap6s a simulacdo ou
inducdo da sepse. Estatistica: ANOVA = 2 vias, com pés-teste de Tukey (n=10). ****p<0.0001
comparados ao grupo controle, entre os intervalos de tempo (0-5, 5-10, 10-15, 15-20), entre
todos os grupos e periodos analisados.
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Tabela 4 - Andlise da variancia de duas vias, no teste de campo aberto, realizado
em 7, 14 e 21 dias apos a inducdo ou simulacdo da sepse, por um

periodo de 20 minutos.

Parametros Interacao Tempo CLP
| ]

Distancia F (3,71) =0.4119 F (3,71) = 44,83 F (1,71) = 0.0013
percorrida P =0.7449 P <0.0001 P =0.9715

(7 dias)

Tempo de F (3,72) =0.1124 F (3,72) =54.07 F (1,72) = 0.0080
imobilidade P =0.9526 P < 0.0001 P =0.9288

(7 dias)

Distancia F (3,71) = 0.5881 F (3,71) =15.91 F(1,71) = 1.597
percorrida P =0.6248 P < 0.0001 P =0.2105

(14 dias)

Tempo de F (3,72) = 0.6420 F (3,72) = 33.07 F (1,72) =0.0484
imobilidade P = 0.5905 P < 0.0001 P =0.8266

(14 dias)

Distancia F (3,71) = 0.1605 F (3,71) =11.68 F (1,71) = 0.1255
percorrida P =0.9226 P <0.0001 P =0.7242

(21 dias)

Tempo de F (3,72) = 0.0188 F (3,72) =16.70 F (1,72) = 4.346e-
imobilidade P =0.9965 P < 0.0001 005

(21 dias) P =0.9948

Fonte: Autores (2022).

6.2 AVALIACAO DO EFEITO DO TRATAMENTO COM A COENZIMA Q10 SOBRE
AS ALTERACOES COMPORTAMENTAIS EM ANIMAIS SUBMETIDOS A
ENCEFALOPATIA SEPTICA

6.2.1 Preferéncia a Sacarose

No gréfico 4 é possivel analisar o desempenho comportamental no teste de
preferéncia a sacarose, realizado em 14 dias apds a indug¢do ou simulacdo da
encefalopatia séptica por ligacdo e perfuracdo cecal. Foi encontrada significancia
estatistica na reducado da ingestdo de sacarose (*p<0.05) em relagédo ao grupo CLP

veiculo comparado ao grupo Sham veiculo. Contudo, ao serem tratados com a
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CoQ10 esses dados foram alterados, havendo um aumento da ingestdo de sacarose

(**p<0.01) entre o grupo CLP tratado com a dose de 100mg/Kg comparado ao grupo

CLP veiculo.

Ademais, houve um aumento significativo na ingestao da sacarose (**p<0.01)
entre o grupo Sham tratado com a dose de 100mg/Kg de CoQ10 comparado ao
grupo CLP veiculo. Demonstrando assim, que esse nutracéutico também trouxe
beneficios aos animais do grupo Sham. Em seguida, € apresentada a analise

estatistica dos dados do referido teste (Tabela 5).

Grafico 4 - Avaliagdo do comportamento de anedonia entre 0s animais com
comportamento tipo-depressivo, referentes aos grupos tratados com
veiculo, 100 e 300 mg/kg de coenzima 10, submetidos ao teste de
preferéncia a sacarose.
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Fonte: Autores (2022).

Nota: Observamos a ingestdo de sacarose (ml) entre os animais veiculo e tratados com 100 e 300
mg/kg de coenzima q10. Estatistica: ANOVA = 2 vias, com pds-teste de Tukey (n=10). Foi
encontrada reducdo na ingestdo de sacarose *p<0.05 entre o grupo CLP veiculo comparado ao
grupo Sham veiculo. Além disso, houve um aumento na ingestao de sacarose **p<0.01 entre o
grupo tratado com 100mg/Kg de CoQ10 comparado ao grupo CLP veiculo, bem como aumento
referentes aos grupos Sham tratado com 100mg/Kg de CoQ10 ##p<0.01 e CLP veiculo.

Tabela 5 - Analise da variancia de duas vias no teste de preferéncia a sacarose,
entre 0s animais veiculo e tratados com 100 e 300 mg/kg de coenzima

q10.
Parametros Interacao CLP Tratamento
| | ] | 1
Volume F (2,48) = 2.263 F (1,48) =3.716 F (2,48) = 6.616
ingerido (ml) P =0.1150 P =0.5980 P =0.0029

Fonte: Autores (2022).
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6.2.2 Nado Forgado

A seguir, o grafico 5 demonstra os dados referentes a performance avaliada
no teste de nado forcado, realizado em 14 dias ap6s a simulacdo ou inducdo da
encefalopatia séptica, em ratos machos Wistar adultos. Em A, sdo expostos 0s
dados que se referem as analises do tempo de nado. Em B, sdo expostos os dados
referentes ao tempo de imobilidade. J& em C, dados pertinentes ao tempo de
escalada. Entre os animais dos grupos tratados com veiculo (2 ml/Kg), 100 mg/kg e
300 mg/kg de CoQ10, respectivamente.

Com base nos dados analisados, foi possivel observar significancia estatistica
entre os animais do grupo CLP veiculo comparado aos animais do grupo Sham
veiculo, entre os seguintes parametros: reducdo do tempo de nado (****p<0.0001,
grafico 5-A) e aumento no tempo de imobilidade (***p<0.001, grafico 5-B).
Demonstrado novamente, a presenca do comportamento tipo-depressivo, causado
pelo efeito cronico induzido pela cirurgia de inducdo a encefalopatia séptica.

Ao contrario dos dados descritos anteriormente, analisando os dados
referentes aos animais tratados com a CoQ10, foi observado um aumento
significativo no tempo de nado (***p<0.001, grafico 5-A), uma reducao no tempo de
imobilidade (***p<0.001, gréafico 5-B) e um aumento no tempo de escalada (**p<0.01,
gréfico 5-C) entre o grupo CLP tratado com 100 mg/kg de CoQ10 comparado o
grupo CLP veiculo. Sugerindo assim, uma possivel interacdo positiva sobre o
tratamento com a CoQl1l0 e o comportamento tipo-depressivo, causado pelo
aumento aparente da motivacao entre os animais submetidos a inducéo da sepse e
posteriormente tratados com a CoQ10.

Adicionalmente, notou-se também um aumento significativo no tempo de nado
(*p<0.05, gréfico 5-A), reducdo no tempo de imobilidade (*p<0.05, grafico 5-B) e um
aumento no tempo de escalada (**p<0.01, grafico 5-C), entre os animais com
comportamento tipo-depressivo, sobre o grupo tratados com 300 mg/kg de CoQ10
comparado ao grupo CLP veiculo. Por fim, observou-se aumento significativo no
tempo de nado comparando os grupos Sham tratados com 300mg/Kg de CoQ10
com o grupo CLP veiculo (*p<0.05, gréafico 5-A), reducédo no tempo de imobilidade
comparando o grupo Sham tratado com 100mg/Kg de CoQ10 com o grupo CLP
veiculo (*p<0.05, grafico 5-B), bem como redugdo no mesmo parametro referente ao
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grupo Sham tratados com 300mg/Kg de CoQ10 comparado ao grupo CLP veiculo

(**p<0.01, gréfico 5-B), além de um aumento significativo no tempo de escalada

(*p<0.05, grafico 5-C) comparando os grupos Sham tratado com 300mg/Kg de

CoQ10 ao grupo CLP veiculo.

Grafico 5 - Avaliacdo dos animais sobreviventes a sepse, sobre o comportamento

tipo-depressivo, entre os animais dos grupos veiculo e tratados com 100
e 300 mg/kg de coenzima 10, submetidos ao teste de nado forcado.
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Fonte: Autores (2022).
Nota: E possivel observarmos em A o tempo de nado (s), em B o tempo de imobilidade (s) e em C o

tempo de escalada (s) entre os animais testados em 14 dias apds a simula¢édo ou inducdo da
sepse. Estatistica: ANOVA = 2 vias, com p0ds-teste de Tukey (n=10). Entre os animais do grupo
CLP veiculo comparado ao grupo Sham veiculo: redu¢do no tempo de nado (p<0.0001) e
aumento no tempo de imobilidade (***p<0.001). Entre os animais dos grupos CLP tratados com
100mg/Kg de CoQ10 comparado ao grupo CLP veiculo: aumento no tempo de nado e reducéo
no tempo de imobilidade (###p<0.001), aumento no tempo de escalada (##p<0.01). Entre os
animais do grupo CLP tratados com 300mg/Kg de CoQ10 e comparados com o grupo CLP
veiculo: aumento no tempo de nado (#p<0.05) e de escalada (##p<0.01), reducéo no tempo de
imobilidade (*p<0.05). Entre os grupos Sham tratados com 100mg/Kg de CoQ10 comparado ao
grupo CLP veiculo: reducéo no tempo de imobilidade (*p<0.05). Entre os grupos Sham tratados
com 300mg/Kg de CoQ10 comparado ao grupo CLP veiculo: aumento no tempo de nado
(*p<0.05), redugdo no tempo de imobilidade (**p<0.01) e aumento no tempo de escalada
(*p<0.05).

Tabela 6 - Analise da variancia de duas vias no teste de nado for¢ado, entre os

animais veiculo e tratados com 100 e 300 mg/kg de coenzima g10.

Parametros Interacéo CLP Tratamento
| | ] | 1
Tempo de F (2,53) = 10.55 F (1,53) = 3.308 F (2,53) = 0.5181
Nado (s) P =0.0001 P =0.0746 P = 0.5986
Tempo de F (2,53) =7.673 F (1,53) = 4.047 F (2,53) =2.031
Imobilidade (s) P =0.0012 P =0.0012 P =0.0494
Tempo de F (2,54) = 1.809 F (1,54) = 0.2118 F (2,54) = 8.067
Escalada (s) P=0.1735 P =0.6472 P = 0.0009

Fonte: Autores (2022).
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6.2.3 Campo Aberto

A sequir, o gréfico 6 permite-nos avaliar a performance comportamental em
ratos machos adultos no teste de campo aberto, realizado no periodo de 20min.
Estes animais foram, anteriormente, submetidos a simulacédo ou inducédo da sepse,
por ligacéo e perfuragdo cecal ha 14 dias, e posteriormente, tratados com veiculo (2
ml/Kg) ou CoQ10, nas doses de 100 ou 300 mg/Kg/p.o. Assim, como observado na
analise dos dados da curva temporal, ndo foi encontrada diferenca estatistica
significativa comparando os grupos Sham e CLP, referente a distancia percorrida
(gréficos 6-A) e o tempo de imobilidade (graficos 6-B) em nenhum dos grupos
testados. Evidenciando que a cirurgia de indugao a sepse, néo foi capaz de gerar
prejuizos na locomocao desses animais. Posteriormente, € demonstrada a analise

estatistica dos dados encontrados (Tabela 7).

No entanto, analisando os dados pertencentes aos parametros de distancia
percorrida e tempo de imobilidade, inerentes ao tempo total do teste de campo
aberto (20 min), também foi observado significancia estatistica (p<0.0001) na
reducdo da distancia percorrida (cm) e no aumento do tempo de imobilidade (s) no
periodo entre 15-20 min, entre os animais Sham e CLP, comparados ao periodo
entre 0-5 min, em todos os periodos e grupos testados. Assim como observado
anteriormente, na andlise dos dados entre os animais submetidos aos testes para
avaliacdo da curva temporal. Demonstrando que todos os animais (Sham e CLP)

reduzem o interesse em explorar o ambiente, depois que ele se torna conhecido.
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Grafico 6 - Avaliacdo dos animais sobreviventes a encefalopatia séptica, entre os
grupos tratados com veiculo, 100 e 300 mg/kg/p.o de coenzima ql0,
submetidos ao teste de campo aberto.
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Fonte: Autores (2022).

Nota: Em A temos a distancia percorrida (m), e em B o tempo de imobilidade (s) referente aos
animais do grupo veiculo, tratados com 100 mg/kg e 300 mg/kg de coenzima ql0
respectivamente. Estatistica: ANOVA = 2 vias, com pés-teste de Tukey (n=10). ****p<0.0001
comparados ao grupo controle, sobre os intervalos de tempo (0-5, 5-10, 10-15, 15-20), entre
todos os grupos testados.
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Tabela 7 - Andlise da variancia de duas vias no teste de campo aberto, entre 0s
animais dos grupos veiculo e tratados com 100 e 300 mg/kg de
coenzima q10.

(100 mg/kQ)

Tempo de
imobilidade
(100 mg/kQ)

Distancia
percorrida
(300 mg/kg)

Tempo de
imobilidade

F (3,71) = 0.4593
P=0.7116

F (3,71) = 0.4656
P = 0.6863

F (3,72) = 0.1440
P =0.9332

F (3,71) = 23.12
P < 0.0001

F (3,71) = 48.37
P < 0.0001

F (3,72) = 45.63
P < 0.0001

Parametros Interacao Tempo CLP
| ]
Distancia F (3,69) = 0.1878 F (3,69) =17.39 F (1,69) = 3.047
percorrida P =0.9043 P < 0.0001 P =0.0854
(veiculo)
Tempo de F (3,72) = 0.6004 F (3,72) = 26.82 F (3,72) =3.231
imobilidade P =0.6188 P < 0.0001 P =0.0764
(veiculo)
Distancia F (3,72) = 0.3295 F (3,72) = 23.27 F (1,72) = 0.0327
percorrida P =0.8040 P < 0.0001 P =0.8516

F (1,71) = 0.1341
P =0.7153

F (1,71) = 0.0143
P = 0.9051

F (1,72) = 0.9270
P =0.3389

(300 mg/kg)
Fonte: Autores (2022).

6.3 AVALIACAO DA INFLUENCIA DO TRATAMENTO COM A COENZIMA Q10
SOBRE OS PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO

A seguir, o grafico 7 representa a concentracdo hipocampal avaliada pelos
parametros oxidativos de NADPH oxidase e TBARS (grafico 7-A e 7-B) e pelos
parametros antioxidantes de TRAP, GSH e GSSG (Glutationa Dissulfeto) (gréafico-7
C, D e E, respectivamente) em ratos da linhagem Wistar machos submetidos a
cirurgia de inducéo ou simulacéo da sepse por ligadura e perfuracéo cecal, tratados
com CoQ10 ou veiculo, durante 7 dias consecutivos, e posteriormente submetidos
aos testes comportamentais, 14 dias ap6s o procedimento cirdrgico.

Observou-se diferenca estatistica significativa referente as andlises de

NADPH oxidase, apresentando aumento nos animais do grupo CLP veiculo
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(***p<0.001, grafico 7-A) comparado aos animais do grupo Sham veiculo. Reducéo
no grupo CLP tratado com 100 mg/Kg de CoQ1l0 (****p<0.0001, grafico 7-A)
comparado ao grupo CLP veiculo, reducdo nos animais do grupo CLP tratado com
300 mg/Kg de CoQ10 (**p<0.01, gréfico 7-A) comparado aos animais do grupo CLP
veiculo, reducdo no grupo Sham tratado com 100 mg/Kg de CoQ10 (***p<0.001,
gréafico 7-A) comparado ao grupo CLP veiculo e reducédo no grupo Sham tratado com
300 mg/Kg de CoQ10 (**p<0.01, grafico 7-A) comparado ao grupo CLP veiculo.
Evidenciando assim, reducdo da atividade de NADPH oxidase ap0s o tratamento
com a CoQ10.

Referente ao teste de TBARS, avaliando a concentracdo de MDA,
observamos um aumento significativo no grupo CLP veiculo (*p<0.05, grafico 7-B)
comparado ao grupo Sham veiculo.

Por fim, as analises dos dados referentes ao teste de TRAP, GSH e GSSG
ndo apresentaram significancia estatistica (p>0.05, gréaficos 7-C, 7-D e 7-E,
respectivamente) em nenhuma das comparacdes efetuadas. As analises estatisticas

dos referidos dados foram apresentadas a seguir (Tabela 8).

Gréfico 7 - Avaliacdo dos parametros de NADPH oxidase, MDA, TRAP, GSH e
GSSG entre os animais dos grupos veiculo e tratados com 100 e 300
mg/kg de coenzima 10, durante 7 dias consecutivos, submetidos a
simulacao ou inducéo da sepse.
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Fonte: Autores (2022).
Nota: Observamos respectivamente a relacdo de NADPH, MDA, MDA, GSH e GSSG entre os
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animais veiculo e tratados com 100 e 300 mg/kg de CoQ10. Estatistica: ANOVA = 2 vias, com
pos-teste de Tukey (n=6). Referente a NADPH oxidase: aumento no grupo CLP veiculo
(***p<0.001) comparado ao grupo Sham veiculo, reducdo no grupo CLP tratado com 100
mg/Kg de CoQ10 (####p<0.0001) comparado ao grupo CLP veiculo, redu¢do no grupo CLP
tratado com 300 mg/Kg de CoQ10 (##p<0.01) comparado ao grupo CLP veiculo, reducdo no
grupo Sham tratado com 100 mg/Kg de CoQ10 (***p<0.001) comparado ao grupo CLP veiculo
e reducdo no grupo Sham tratado com 300 mg/Kg de CoQ10 (**p<0.01) comparado ao grupo
CLP veiculo. Aumento significativo no teste de TBARS no grupo CLP veiculo comparado ao

grupo Sham veiculo (*p<0.05).

Tabela 8 - Andlise da variancia de duas vias, sobre os parametros de estresse
oxidativo, avaliados pelos testes de NADPH, GSH, GSSG, MDA e TRAP
entre 0s animais veiculo e tratados com 100 e 300 mg/kg de coenzima

g10.
Parametros Interacao CLP Tratamento
| | 1
NADPH F (2,29) =9.120 F (1,29) = 4.782 F (1,29) =9.914
P = 0.0008 P =0.0370 P = 0.0005
MDA/ TBARS F (2,30) = 3.114 F (1,30) =3.131 F (2,30) = 0.9717
P =0.0590 P =0.0870 P =0.3901
TRAP F (2,27) =1.434 F (1,27) = 0.3639 F (2,27) = 0.1152
P = 0.2559 P =0.5514 P =0.1152
GSH F (2,29) = 0.3472 F (1,29) = 0.0818 F (2,29) = 0.0080
P =0.7095 P =0.7769 P =0.9920
GSSG F (2,29) = 1.383 F (1,29) = 0.0328 F (2,29) = 0.2752

P =0.2668

P =0.8575

P =0.7614

Fonte: Autores (2022).

6.4 AVALIACAO DA INFLUENCIA DO TRATAMENTO COM A COENZIMA Q10
SOBRE 0OS PARAMETROS INFLAMATORIOS AVALIADOS PELA TECNICA

DE RT-PCR

No grafico 8, sdo expostos respectivamente as analises dos dados referentes

aos testes de TNF-a, iINOS, COX-2 e NRF2 (grafico 8-A, B, C e D) em roedores
adultos, submetidos a simulacéo ou inducdo da encefalopatia séptica, tratados com
CoQ10 ou veiculo, durante 7 dias consecutivos, e posteriormente, submetidos aos
testes comportamentais no 14° dia apés a cirurgia, e decapitados por guilhotina para
coleta das estruturas e realizacdo da técnica de RT-PCR.

Foi encontrada significancia estatistica referente as analises de iINOS,
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observando reducdo no grupo CLP tratado com 100mg/Kg de CoQ10 (*p<0.05,
gréafico 8-B) comparado ao grupo CLP veiculo, reducdo no grupo CLP tratado com
300mg/Kg de CoQ10 (**p<0.01, gréafico 8-B) comparado ao grupo CLP veiculo e
reducdo no grupo Sham tratado com 100mg/Kg de CoQ10 (*p<0.05, gréfico 8-B)
comparado ao grupo CLP veiculo.

Gréfico 8 - Analise dos parametros inflamatérios de TNF-a, iINOS, COX-2 e NRF2
entre 0s animais dos grupos veiculo, tratados com 100 e 300 mg/kg de
coenzima ql10 durante 7 dias consecutivos, submetidos a simulagéo ou
inducdo da encefalopatia séptica.
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Fonte: Autores (2022).

Nota: Observamos em A dados referentes a avaliacdo de TNF-a, em B dados referentes a iNOS, em
C dados pertinentes a COX-2 e em D dados inerentes a NRF2. Estatistica: ANOVA = 2 vias,
com pés-teste de Tukey (n=6). Foi observado significancia estatistica na andlise dos dados de
iINOS, com reducédo no grupo CLP tratado com 100mg/Kg de CoQ10 (#p<0.05) comparado ao
grupo CLP veiculo, redug¢do no grupo CLP tratado com 300mg/Kg de CoQ1l0 (##p<0.01)
comparado ao grupo CLP veiculo e redugéo no grupo Sham tratado com 100mg/Kg de CoQ10
(*p<0.05) comparado ao grupo CLP veiculo.
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Tabela 9 - Analise da variancia de duas vias, sobre os parametros inflamatorios de
TNF-a, INOS, COX-2 e NRF2, entre os animais veiculo e tratados com
100 e 300 mg/kg de coenzima q10.

Parametros Interacao CLP Tratamento
| | ] | 1
TNF-a F (2,30) = 0.7215 F (1,30) = 0.3560 F (2,30) = 2.961
P =0.4943 P =0.552 P =0.0671
INOS F (2,26) = 2.404 F (1,26) = 0.7361 F (2,26) = 9.066
P =0.1102 P =0.3988 P =0.0010
COX-2 F (2,30) = 2.004 F (1,30) = 0.2894 F (2,30) = 0.7935
P =0.1525 P =0.5946 P =0.4615
NRF2 F (2,27) = 3.444 F (1,27) =6.511 F (2,27) = 3.660
P =0.0465 P =0.0167 P =0.0392

Fonte: Autores (2022).

6.5 AVALIACAO DA INFLUENCIA DO TRATAMENTO COM A COENZIMA Q10
SOBRE A EXPRESSAO DAS PROTEINAS GFAP E IBA-1 AVALIADAS PELA
TECNICA DE WESTERN BLOTTING

A seguir, o grafico 9 demonstra a andlise dos dados referente a expressao
das proteinas GFAP (grafico 9-A) e IBA-1 (gréfico 9-B) em ratos Wistar machos
adultos, submetidos a simulacao ou inducéo da encefalopatia séptica por ligadura e
perfuracdo cecal, tratados com CoQ10 ou veiculo, durante 7 dias consecutivos,
submetidos aos testes comportamentais no 14° dia apds a cirurgia, e guilhotinados
logo em seguida para coleta das estruturas e realizagdo da técnica de western
blotting.

As analises dos dados referentes a expressao das proteinas de GFAP e IBA
ndo apresentaram significancia estatistica (p>0.05, gréficos 9-A e 9-B,
respectivamente) em nenhuma das comparagdes efetuadas. As analises estatisticas

dos dados foram apresentadas a seguir (Tabela 10).
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Gréfico 9 - Avaliacdo dos animais submetidos a simulacdo ou inducdo da
encefalopatia séptica, entre os grupos tratados com veiculo, 100 e
300 mg/kg/p.o de coenzima ql0, sobre a expressdo das proteinas

GFAP e IBA-1.
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Fonte: Autores (2022).
Nota: Observamos em A e B as analises dos dados referentes a expresséo das proteinas GFAP e
IBA respectivamente. Estatistica: ANOVA = 2 vias, com pés-teste de Tukey (n=6).

Tabela 10 - Analise da variancia de duas vias referente a expressao das proteinas
GFAP e IBA-1, entre os animais veiculo e tratados com 100 e 300
mg/kg de coenzima g10 submetidos a simulacdo ou inducdo da sepse.

Parametros Interacao CLP Tratamento
| | ] |
GFAP F (2,24) = 0.8648 F (1,24) = 3.253 F (2,24) = 0.3620
P =0.4338 P =0.0839 P =0.7000
IBA-1 F (2,27) = 0.3632 F (1,27) = 0.6968 F (2.27) = 0.9284
P =0.6988 P =0.4112 P =0.4074

Fonte: Autores (2022).

A seguir a figura 16 demonstra a expressdo das proteinas GFAP, IBA-1 e
Actina encontradas na realizagdo da técnica de western bloting.
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Figura 16 - Expressdo das proteinas GFAP, IBA-1 e Actina em animais veiculo,
tratados com 100 e 300 mg/Kg de coenzima q10 submetidos a inducao
ou simulacao da encefalopatia séptica.

CAT N — — — — O

IBA-1 — -

s N S S e S

Sham+V ~ Sham+100 Sham+300 CLP+V  CLP+100 CLP+300

Fonte: Autores (2022).

Nota: Observamos as imagens referentes a expressao das proteinas GFAP, IBA e Actina, nos
animais Sham veiculo, Sham tratado com 100 mg/Kg de CoQ10, Sham tratado com 300 mg/Kg
de CoQ10, CLP veiculo, CLP tratado com 100 mg/Kg de CoQ10 e CLP tratado com 300 mg/Kg
de CoQ10, respectivamente.
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7 DISCUSSAO

7.1 AVALIACAO DA INFLUENCIA DO TRATAMENTO COM A COENZIMA Q10
SOBRE AS ALTERACOES COMPORTAMENTAIS NOS TESTES DE
PREFERENCIA A SACAROSE, NADO FORCADO E CAMPO ABERTO

Considerado um distarbio potencialmente fatal, o TDM é capaz de se
desenvolver em qualquer faixa etaria, e possui um alto custo financeiro e emocional.
Provocando assim, um grave sofrimento na vida dos individuos acometidos, bem
como de seus familiares (BRIGITTA, 2022). Entre as maneiras de se desenvolver
algum transtorno emocional, os sobreviventes de doencgas criticas, como a sepse,
constantemente desenvolvem sintomas de depressao (BOEDE et al., 2021). Visto
gue, essa psicopatologia pode ser induzida pela exposicdo ao estresse. Neste
cenario, o organismo responde conforme a sua capacidade de ativar estratégias de
enfrentamento, permitindo gerenciar o estresse adequadamente (BALE et al., 2019).

Com base nessas informacdes, os modelos animais que induzem a sepse,
sdo essenciais na contribuicdo de novas terapias medicamentosas, capazes de
prevenir, ou reduzir, os danos causados pela SAE (ASSIS et al., 2018). Neste
sentido, no presente estudo foi realizado o modelo clinico de ligacdo e perfuracédo
cecal, o qual compreende um modelo simples e muito explorado, a fim de induzir a
sepse e o comportamento semelhante a depressdo em roedores (YANG et al., 2019;
MILIOLI et al., 2019; XU et al., 2020).

No entanto, ndo é possivel avaliar o TDM seguindo os critérios do DSM-V,
para avaliar o comportamento tipo-depressivo em animais. Uma vez que, além
desses sintomas serem relatados, alguns sdo desconhecidos em roedores, como 0s
pensamentos suicidas. Com isso, € comum em modelos animais, a utilizacdo de
testes comportamentais, como o teste de preferéncia a sacarose e o tesde de nado
forcado (GURURAJAN et al., 2019).

Um parametro bastante empregado para identificar o comportamento tipo-
depressivo € o teste de preferéncia a sacarose (SCHEGGI; MONTIS; GAMBARANA,
2018; ELLENBROEK; YOUN, 2016; WILLNER, 2017). O mesmo avalia a perda ou a
reducao do interesse e prazer em realizar atividades consideradas como prazerosas,
caracterizando assim, o sintoma de anedonia (SCHEGGI; MONTIS; GAMBARANA,
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2018). Este teste é muito utilizado em modelos de depressao induzida pelo estresse
cronico (ANDERSON et al., 2015; ZHOU et al., 2020; WANG et al., 2020; JIANG et
al., 2022).

Em nossa andlise demonstraram uma reducao siginificativa na ingestdo de
sacarose no grupo CLP comparado ao Sham, entre os animais submetidos a
avaliacdo da curva temporal em 14 dias apés a inducdo da sepse. Corroborando
com o0s nossos achados, He e sua equipe (2020) induziram comportamentos
semelhantes a depressao em animais, pelo protocolo de estresse leve imprevisivel
cronico, objetivando avaliar seus efeitos sobre o referido teste, sem a administracao
de algum tratamento. Os autores demonstraram valores significativamente menores
na ingestao de sacarose entre 0 grupo com comportamento tipo-depressivo induzido
ao estresse, comparado ao grupo controle.

Outros estudos que realizaram o modelo de depresséo de estresse leve
cronico, com a finalidade de induzir o comportamento tipo-depressivo em roedores,
também observaram dados semelhantes. Evidenciando assim, a presenca do
comportamento de anedonia em animais submetidos ao estresse, através da
reducdo siginificativa na ingestao de sacarose (GOSHEN et al., 2008; ZHOU et al.,
2011). Reforgcando os dados encontrados em nossa pesquisa. Ademais, nossos
resultados demonstraram que a CoQ10 foi capaz de reverter a anedonia entre 0s
animais induzidos a SAE. Visto que, ao serem tratados com a CoQ10 (100 mg/Kg)
obtivemos um aumento significativo comparado ao grupo CLP veiculo.

Além disso, é interesse mencionar que a disfungdo mitocondrial representa
um mecanismo importante na fisiopatologia da sepse. Nesta circunstancia, a CoQ10
desempenha um papel essencial nas mitocéndrias (ABITAGAOGLU et al., 2015).
Nesse sentido, diferentes estudos ja evidenciaram em animais com comportamento
tipo-depressivo, induzidos pelo estresse, a atenuagao da disfuncdo comportamental
apos o tratamento com a CoQ10. Demonstrando seus efeitos antidepressivos,
antioxidantes e neuroprotetores (ABOUL-FOTOUH, 2013; ANDALIB et al., 2019;
ABUELEZZ; HENDAWY; MAGDY, 2017; KAGAL; ANGAD, 2017; FATEMI et al.,
2022). Em razao desses fatos, e tomando em conjunto a inexisténcia de contra
indicacdes conhecidas em relacdo a suplementacdo de CoQ10, a mesma se torna
util na terapia da sepse e de suas complica¢des subjacentes (OZER et al., 2017).

Outro teste comportamental muito utilizado é o teste de nado for¢cado, o
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mesmo avalia o desamparo aprendido em roedores, baseado na tendéncia dos
animais em escapar da agua. Caracterizando o comportamento tipo-depressivo, por
meio da desisténcia em nadar, observada precocemente entre 0s animais
deprimidos, aumentando assim, o tempo de imobilidade. Consequentemente, é
possivel utlizar o mesmo, na identificacdo da eficacia de tratamentos
antidepressivos, bem como na possivel reversdo desses sintomas (KRAEUTER,;
GUEST; SARNYAI, 2019).

Como demonstrado nas analises dos dados do presente estudo, houve a
presenca do comportamento tipo-depressivo nos animais induzidos SAE por CLP e
submetidos a curva temporal, em 7 e em 14 dias ap6s o procedimento cirdrgico.
Barichello e colaboradores (2007) avaliaram as alteracbes comportamentais em
ratos Wistar machos, sobreviventes a sepse induzida por CLP. O teste de nado
forcado foi realizado em 10 dias ap0s a cirurgia. Os pesquisadores observaram um
aumento no tempo de imobilidade entre os animais induzidos a sepse, comparado
ao grupo controle. Sugerindo assim, a existéncia do comportamento tipo-depressivo
nesses animais. Ademais, é escasso na literatura estudos que avaliam os testes
comportamentais de forma temporal, sem realizar algum tratamento especifico.

Ainda sobre os achados da presente pesquisa, referentes ao teste de nado
forcado, os dados monstraram um aumento significativo no tempo de nado e
escalada, bem como reducdo no tempo de imobilidade, entre os animais tratados
com 100 e 300mg/Kg/p.o de CoQ10, durante 7 dias consecutivos. Dados
semelhantes foram encontrados por Aboul-Fotouh e colaboradores (2013), em sua
pesquisa 0s autores submeterem 0s animais ao estresse de contencédo crbnica, a
fim de avaliar o comportamento tipo-depressivo em ratos. Posteriormente, 0s
mesmos foram tratados com a CoQ10 via i.p, em diferentes doses, pelo periodo de
21 dias. Os mesmos evidenciaram um aumento significativo nos tempos de nado e
escalada, além da diminuicdo no tempo de imobilidade.

Colaborando com os dados da pesquisa anterior, um estudo realizado por
Salehpour e sua equipe (2019), mostraram em ratos submetidos ao estresse de
contencdo subcronico, um efeito antidepressivo produzido pela suplementacéo de
CoQ10 (500 mg/Kg/p.o), por 5 dias consecutivos, no teste de nado forcado. Os
animais foram tratados com fotobiomodulagdo e/ou CoQ10. Os dados demonstraram

gue a CoQ10 isolada ou combinada, foi capaz de melhorar o comportamento tipo-
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depressivo, evidenciado pela diminuigcdo no tempo de imobilidade.

Aboul-Fotouh (2013) também observaram aumento no tempo do referido
teste, em relacédo aos parametros: tempo de nado e tempo de escalada, em animais
submetidos ao estresse de contencgéo cronica e tratados com CoQ10. Outro estudo
realizado por Abuelezz e colaboradores (2017) também observaram a reducdo do
tempo de imobilidade e aumento nos tempo de nado e escalada, em animais com
comportamentos semelhantes a depresséo, induzidos pelo protocolo de estresse
leve imprevisivel crénico e tratados com a CoQ10. Contribuindo com os resultados
do estudo anterior, e enfatizando a atividade antidepressiva deste composto.

Andalib e pesquisadores (2019) sugeriram que a suplementacdo com a
CoQ10 é capaz de reverter, relativamente, a disfuncdo mitocondrial, pela sua
capacidade antioxidante e pela sua interferéncia na reducdo das ROS. Os autores
também destacam que a depressdo € acompanhada pela inducdo das vias de
estresse oxidativo e inflamatério, e sugerem gue existe uma relacéo entre a reducao
da concentracdo de CoQ10 com a resisténcia ao tratamento, bem como com a
recorréncia da depressao.

Dessa forma, as andlises do teste de nado forcado do presente estudo,
permitiram-nos validar os dados obtidos nos testes de preferéncia a sacarose. Uma
vez que observamos diferenca estatisticamente significativa na ingestao da sacorose
e nos tempos de nado, imobilidade e escalada entre os grupos testados, quando
comparados aos seus respectivos grupos controle. Diante disso, comprovamos mais
uma vez que 0s animais sobreviventes a SAE induzida hd 14 dias apresentam
comportamentos semelhantes a depresséo. E conforme demonstramos, a CoQ10 é
capaz de melhorar este parametro.

Além disso, é interessante mencionar sobre a absorcdo da CoQ10.
Inicialmente este nutracéutico € incorporado aos quilomicrons, sendo entao
transportado para a circulagédo, através dos vasos linfaticos. E assim como outras
substancias lipossoluveis, a CoQ10 apresenta uma melhor absor¢cdo quando
consumida em conjunto com refeicdes gordurosas (KATAYAMA; FUJITA, 1972). Por
esse motivo, a mesma foi administrada diluida em éleo de soja.

Quanto ao teste de campo aberto, 0 mesmo representa um dos testes mais
utilizados em pesquisas com roedores. Este teste € baseado na avaliagdo da

atividade exploratéria a novos ambientes (WALSH; CUMMINS, 1976). De acordo
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com Comim e colaboradores (2017), a auséncia de significancia estatistica na
analise dos dados do referido teste, certifica ndo haver alteracdo na atividade
locomotora. Assim, mediante a analise dos dados obtidos a partir deste teste,
observou-se que a cirurgia realizada para induzir a sepse, nao interferiu na
locomocgéao de nenhum dos grupos testados.

Corroborando com o0s nossos resultados, Assis e sua equipe (2018),
avaliaram parametros comportamentais, em ratos machos, induzidos a sepse por
CLP, durante 7 e 14 dias. Os autores nao obtiveram interferéncia na locomocao,
avaliada pelo teste de campo aberto. Ji e colaboradores (2017), também realizaram
0 mesmo 14 dias apés a inducdo da SAE induzida por CLP em camundongos. Os
dados se assemelham com o estudo anterior, onde nao foi encontrada significancia
estatistica sobre este pardmetro. Wang e colaboradores (2020) também
encontraram a auséncia de prejuizo na locomo¢do no teste de campo aberto,
realizado de forma temporal, em 1, 7 e 14 dias ap0s a inducao da sepse por CLP.

Por fim, o teste de campo aberto indica, caso haja significancia estatistica, a
presenca de alteragdes neurobioldgicas, interferindo na fungdo cerebral dos
roedores. O mesmo também pode ser utilizado com a finalidade de analisar a salude
e 0 bem-estar desses animais. Podendo ainda, ser observado um aumento no
tempo de imobilidade, entre os animais estressados (KALUEFF; TUOHIMAA, 2000;
DUNN et al., 1978). Além disso, este teste € muito utilizado em estudos, abrangendo
diferentes metodologias, em especial, as que avaliam o potencial entre novas
terapias antidepressivas (ABOUL-FOTOUH, 2013; CARVALHO; FELIPE, 2018;
NYARIKI et al. 2019; SPENCER-SEGAL et al., 2020).

7.2 AVALIACAO DA INFLUENCIA DO TRATAMENTO COM A COENZIMA Q10 EM
ANIMAIS COM COMPORTAMENTO TIPO-DEPRESSIVO, INDUZIDO POR
ENCEFALOPATIA SEPTICA, SOBRE OS PARAMETROS BIOQUIMICOS

No que diz respeito ao tratamento da depressdo, 0s antidepressivos
convencionais objetivam a alteracdo de substancias cerebrais, como a serotonina.
Porém, estes medicamentos apresentam altas taxas de falha clinica, ndo séo

totalmente eficazes (WONG; SIAH; LO, 2019), podem causar efeitos colaterais,
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fazendo necesséria a utilizagdo concomitante de outros medicamentos (HOEPNER,;
MCLNTYRE; PAPAKOSTAS, 2021) e podem exigir um alto poder aquisitivo (DE
VRIES et al., 2021; KAMPA et al., 2020). Por essas razdes, o desenvolvimento de
novas terapias antidepressivas, dispondo de acdo rapida e eficaz, torna-se
necesséaria (CONWAY; GEORGE; SACKEIM, 2017; CIPRIANI et al., 2019).

Além disso, existe a possibilidade dos pacientes desenvolverem resisténcia a
esta farmacoterapia tradicional. Ademais, estas medicacdes ndo conseguem tratar
fatores patogénicos subjacentes, como 0 estresse oxidativo, a inflamacédo, a
neurodegeneracdo e as deficiéncias nutricionais (HOEPNER; MCLNTYRE;
PAPAKOSTAS, 2021). Em virtude desses fatos, a busca por compostos que
consigam tratar os sintomas depressivos, simultaneamente aos fatores subjacentes,
sem causar efeitos adversos, torna-se imprescindivel (ZHAO et al., 2021).

Diante disso, 0s antioxidantes representam o padrdo-ouro na realizagdo de
estudos de doencas neurodegenerativas, caracterizando uma estratégia na
prevencdo da morte celular neural. Uma vez que, com o tempo as células se
desenvolveram a ponto de exercer fungdes endogenas, aptas a diminuir substancias
indesejadas, as quais seu acumulo poderia levar a alteragdes celulares. Contudo,
compostos capazes de interferir nessa via, contribuem para a prote¢édo do corpo e
sdo capazes de retardar o TDM. Dentre estes compostos, esta a CoQ10
(OPPEDISANO et al., 2020).

Neste contexto, por ser o 6rgdo com o metabolismo oxidativo mais operante,
0 cérebro demanda de muito oxigénio, o qual, combinado a uma capacidade
antioxidante reduzida, torna-se favoravel a acdo das ROS e RNS (ZOROV;
JUHASZOVA; SOLLOTT, 2014). Ambos favorecem a neurodegeneracéo, pois sao
capazes de induzir a alteracdo de macromoléculas como DNA, RNA, lipidios e
proteinas (SINGH et al., 2019). Além disso, o cérebro € um 6rgdo muito vulneravel
ao estresse oxidativo, devido ao seu maior consumo de oxigénio, maior teor de
lipidios e defesa antioxidante mais fragilizada (BHATT; NAGAPPA; PATIL, 2020).

Ademais, a producédo de ROS pela mitocéndria ocorre em resposta a restricao
de oxigénio para o cérebro. Essas moléculas dispdem de elétrons desemparelhados,
tornando-as reativas e instaveis (ZOROV; JUHASZOVA; SOLLOTT, 2014). Em
razdo do fluxo sanguineo insuficiente, ocorre também, o bloqueio de oxigénio

suficiente para os oOrgaos dependentes, denominado como hipdxia citopatica,
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resultando em disfuncbes metabodlicas e deficiéncias neurocognitivas (HONIG;
ELIAHOU; AURIEL, 2017).

A NADPH oxidase (NOX) é a principal enzima fonte de ROS no cérebro
(HERNANDES et al., 2014), agindo através da reducdo de oxigénio molecular
(BABIOR, 2002). A mesma pode ser encontrada em diversas células, incluindo
neurdnios e células gliais (BEDARD; KRAUSE, 2007). Além disso, a NOX pode ser
ativada por varios estimulos como as PAMPs e DAMPs, além de mediadores
inflamatorios e neurotoxinas (YOSHIOKA et al., 2011).

Em nossa analise, encontramos uma atividade significativamente aumentada
de NOX entre o grupo CLP veiculo comparado ao grupo Sham veiculo. No entanto,
ao serem tratados com a CoQ10, foi observada uma reducdo significativa neste
parametro comparado ao grupo controle. Ademais, a administracao via gavagem de
CoQ10 foi capaz de reduzir a atividade de NOX no hipotalamo de ratos Sprague-
Dawley, atenuando a hipertensdo induzida pelo excesso do consumo de sal, no
estudo realizado por Gao e colaboradores (2016).

Além disso, a quantificacdo do produto da peroxidacdo lipidica, o
malondialdeido (MDA) no cérebro, fornece informagBes sobre o envolvimento do
estresse oxidativo no TDM, posto que, o MDA é produzido, principalmente, em
situacdes de estresse (AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014). O MDA é o produto
da reacdo entre ROS e RNS. As membranas celulares sdo o alvo direto dessa
oxidacao lipidica (BARBER; BERNHEIM, 1967). Entre os nossos achados, foi
evidenciado um aumento de MDA entre o grupo CLP veiculo comparado ao grupo
Sham veiculo, indicando que a SAE induzida por CLP causou um acumulo
excessivo de MDA hipocampal nesses animais.

Semelhantemente, a quantificacdo das atividades de enzimas antioxidantes,
como a GSH, indica o papel do estresse oxidativo no TDM (KURUTAS, 2015). Visto
gue, a GSH é o principal eliminador endégeno de ROS e RNS (RIZVI; MAURYA;
2007). Sendo assim, a mesma desempenha um importante papel na defesa
antioxidante (MORRIS et al., 2014). No presente estudo, ndo encontramos diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos controle e os grupos tratados com a
CoQ10 em relagéo as andlises de GSH e GSSG.

Aboul-Fotouh (2013), encontrou em animais tratados com CoQ10 expostos ao

estresse, niveis de MDA no hipocampo significativamente atenuados. Em relacao ao
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GSH, o autor encontrou reducao significativa entre os animais submetidos ao
estresse de contencdo cronica, comparados ao grupo controle. Contudo, ap0s o
tratamento com a CoQ10, este nutracéutico foi capaz de antagonizar essa
diminuicdo, demonstrado através de um aumento significativo nos niveis de GSH. O
autor menciona ainda que, a glutationa peroxidase (GPx) é uma enzima antioxidante
essencial, a qual utilizada a GSH para inativar ROS.

Abuelezz e pesquisadores (2017) também evidenciaram aumento nos niveis
de MDA hipocampal, bem como uma redugédo nos niveis de GSH em relacdo aos
animais do grupo controle. Dados estes, que foram modificados significativamente
apos a administracdo de CoQ10, apresentando reducao significativa nos indices de
MDA e aumento nos niveis de GSH, entre 0s animais com comportamentos
semelhantes a depressao induzidos pelo protocolo de estresse leve imprevisivel
cronico e tratados com a CoQ10, colaborando com os dados do estudo anterior.

Por fim, avaliamos a capacidade antioxidante total através do método TRAP,
mas nado obtivemos diferencas estatisticas. Fontella e sua equipe (2005)
encontraram dados parecidos. Os autores realizaram o estresse de contencao
repetida durante 40 dias em ratos Wistar, a fim de investigar danos oxidativos
induzidos pelo estresse emocional no hipocampo desses animais. Os mesmos nao
encontram alteracfes na capacidade antioxidante, analisada pelo método TRAP.

Em nosso estudo coletamos as estruturas hipocampais, a fim de analisar os
fatores oxidativos. Posto que, estudos consistentes evidenciam que o hipocampo
esta associado com a fisiopatologia do TDM (SHELINE; MITTLER; MINTUN, 2002;
CAMPBELL; MACQUEEN; KHAN et al., 2015). Evidencia-se ainda que a ocorréncia
de modificacBes estruturais no volume hipocampal e funcionais no sistema limbico
possam interferir na regulacdo do humor (CAMPBELL; MACQUEEN, 2004).

Em relacdo a expressao génica, é evidenciado que durante a sepse ocorre a
ativacdo de iINOS em vérios oOrgdos, principalmente células endoteliais e neurais,
levando a superproducédo de 6xido nitrico. Esse excesso de 6xido nitrico circulante,
resultard em uma maior destruicdo bacteriana, vasodilatacdo, ativacdo de cascatas
inflamatérias e reducdo da funcdo cardiaca (CRUZ; KENYON; SANDROCK,
2009). Neste contexto, sugerimos que a CoQ10 pode ser uma boa opc¢éao terapéutica
para reduzir a expressdo de INOS durante a sepse. Visto que, encontramos uma

acentuada expressao de iINOS em animais do grupo CLP veiculo, parametro este
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que foi significativamente atenuado nos grupos tratados com a CoQ10.

Semelhante a estes dados, Yokoo e sua equipe (2012) objetivaram
caracterizar alteracdes bioquimicas no tecido cerebral de animais induzidos a sepse
por CLP. Os mesmos evidenciaram um aumento significativo na atividade de iNOS
em animais do grupo CLP comparados ao grupo Sham.Corroborando com o estudo
anterior, Hernandes e colaboradores (2014) investigaram a atividade de iINOS sobre
a neuroinflamacdo e sobre o comprometimento cognitivo a longo prazo, no
hipocampo de animais submetidos a CLP. Foi encontrado aumento da expresséo de
INOS nos animais sépticos, o qual foi inibido apds o tratamento com apocinina.

Conforme demonstrado em nosso trabalho, ficou claro o papel da CoQ10 na
melhora do comportamento tipo-depressivo, evidenciado pelos testes de preferéncia
a sacarose e nado forcado, além da melhora dos parametros oxidantes de NOX e
MDA. Adicionalmente, também demonstramos que sdo diversos os estudos que
evidenciaram o0s beneficios antidepressivos e antioxidantes deste composto,
reafirmando os nossos achados. Além disso, vale ressaltar que a CoQ10 também
desenvolveu acao anti-inflamatéria em nosso estudo, atenuando significativamente a
expressao de iINOS nos animais tratados, em comparacgao ao grupo controle.

Utilizamos o hipotdlamo para a avaliacdo da expressdo génica. Sugere-se
gue a inflamacao no hipotalamo também esta associada a exposicéo ao estresse e a
alguns transtornos emocionais, como o TDM. Foi demonstrado que ao estresse
cronico é acompanhada pela sintese de moléculas inflamatérias no hipotalamo,
alteragcdo na atividade do eixo HPA e a resisténcia a glicocorticoides
(CERNACKOVA et al., 2020). E sugerido ainda que, os antidepressivos podem
induzir um aumento de receptores de glicocorticoides, fazendo com que o eixo HPA
se torne mais sensivel ao feedback dos glicocorticéides (BARDEN, 2004).

Ademais, em nosso estudo, n&do encontramos diferencas significativas
referentes a expressdo de TNF-a. Ao contrario dos nossos achados Abuelezz e
demais pesquisadores (2017) observaram uma diminuicao significativa dos niveis de
citocinas pro-inflamatorias, incluindo o TNF-a, em animais submetidos ao protocolo
de estresse leve imprevisivel crbénico e tratados com CoQ10, em comparacdo aos
animais que nao receberam o tratamento com este composto. Conforme os autores,
este nutracéutico possui a capacidade de regular a IDO-1 e alterar a producédo de

guinurenina para serotonina.
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Colaborando com os dados da pesquisa anterior, Salehpour e colaboradores
(2019) sugeriram que o tratamento com a CoQ1l0 pode ser uma estratégia
antidepressiva eficaz para a prevencao de sintomas comportamentais induzidos pelo
estresse, visto que, o tratamento diminuiu os niveis de TNF-a, cortisol e
corticosterona no cortéx pré-frontal e no hipocampo dos animais testados. Os
autores correlacionam esses efeitos ao aumento do nivel de serotonina no cérebro e
a capacidade deste composto em modular as vias de sinalizagdo mitocondriais,
através da reducdo de niveis de mediadores inflamatorios e oxidativos.

Além disso, é evidenciado que a ativacdo positiva de NRF2 é capaz de
combater os disturbios neurodegenerativos ocasionados pela inflamacao, estresse
oxidativo e disfuncdo mitocondrial. Diversos etudos ja evidenciaram que a CoQ10 é
capaz de proteger as células nervosas a danos inflamatoérios, oxidativos e
apoptoticos induzindo a translocacao nuclear de NRF2 (LI et al., 2016; PALA et al.,
2016; YADAV et al., 2021; SHAFAHI et al., 2022). Sabe-se ainda, que a ativacao de
NRF2 em astrécitos contribui para sintese de GSH, aumentando mais o seu
conteudo nessa célula do que em neurdnios (CHOI et al., 2009; DAI et al., 2020).

Neste sentido, Yousef e sua equipe (2019) evidenciaram o papel
neuroprotetor da CoQ10 em ratos Wistar sobre a neurotoxicidade induzida por
acetato de chumbo (PbAc). Os autores demonstraram que a PbAc foi capaz de
reduzir a expressdo de NRF2, INOS e GSH, e aumentar a expressédo de TNF-a.
Contudo, mediante o tratamento com a CoQ10, os animais submetidos a PbAc
apresentaram um equilibrio entre oxidantes e antioxidantes, ativando positivamente
a via NRF2, aumentando os niveis de GSH e atenuando iNOS e TNF-a.

Outro estudo realizado por Olivieri (2018) mostrou em ratos idosos induzidos
a CLP, aumento do nivel de TNF-a e MDA no cortéx pré-frontal e no hipocampo. O
autor evidenciou que tanto a sepse, quanto a idade foi capaz de induzir a inflamagao
cerebral nos animais, demonstrando que o processo de envelhecimento pode levar a
alteracOes cerebrais. Esses achados foram associados ao aumento persistente da
ativacdo microglial induzida pela sepse, a qual foi constatada pelo aumento da
expressdo da proteina IBA-1. Além disso, Yokoo e sua equipe (2012) evidenciaram
a morte neural em 12 e 24 h ap6s a inducéo da sepse por CLP, demonstrando o
comprometimento da integridade da BHE, os danos gerados pelo estresse oxidativo,

a presenca de inflamacéo, além da expressao da proteina GFAP.
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Ademais, a ativacdo das células gliais, causada pelo dano mitocondrial,
aparece como parte da desordem imunoldgica, que resulta na morte das células
neuronais e na faléncia de 6rgédos. Assim, a SAE abrange disfuncdes oxidativas,
bioenergéticas e mitocondriais no cérebro. Circunstancias adversas estas que,
levam ao fracasso cognitivo. Entretanto, novos estudos englobando todos esses
fatores e a cognicdo, ainda sdo necessarios para uma melhorar a compreensao
sobre o assunto (GU; MEI; ZHAO, 2021).

Coletamos o cortex pré-frontal para avaliar a expresséo de proteinas gliais.
Visto que, é demonstrado que alteragdes neurofisiolégicas em areas do cortéx pré-
frontal sdo capazes de modular as respostas ao estresse e modular manifestacoes
emocionais e comportamentais. Além disso, algumas dessas modificacbes
dependem do estado de humor, se manifestando em regides onde o fluxo de sangue
no cérebro aumenta durante o transtorno depressivo (DREVETS, 2000).

No presente estudo, ndo encontramos diferencas significativas referentes a
expressao das proteinas GFAP e IBA-1. Ao contrario dos nossos achados, Abuelezz
e colaboradores (2017) encontraram um numero de astrocitos significativamente
diminuido nos animais submetidos ao estresse leve imprevisivel crénico comparacao
com o grupo controle. Contudo, ap6s serem tratados com a CoQ10, os autores
encontraram na analise de imuno-histoquimica, um aumento significativo no nimero
de astrocitos (GFAP), bem como reducdo microglial (CD68) comparado ao grupo
controle. Apoiando os efeitos anti-inflamatorios e antidepressivos da CoQ10.

Contudo, ainda necessitamos de estudos que colaborarem na elaboracéo de
estratégias de intervenc¢des nutricionais, com nutracéuticos, capazes de melhorar a
saude mental e contribuir para a longevidade (WICKRAMASINGHE et al., 2020;
FOSCOLOU et al., 2021). Conforme demonstramos, ficou claro o papel da CoQ10
na modulacdo das respostas antidepressivas, antioxidantes e anti-inflamatorias.
Através dos nossos achados, sugerimos que o tratamento com a CoQ10 é capaz de
reduzir o comportamento tipo depressivo induzido por SAE, hipotetizamos que esses
resultados sdo promovidos pela inibicdo do estresse oxidativo e da inflamacéao. Por
fim, até onde sabemos, este é o primeiro estudo que avaliou 0 comportamento tipo-

depressivo, induzido pela CLP em animais tratados posteriormente com a CoQ10.
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8 CONCLUSAO

A encefalopatia séptica induzida por ligacdo e perfuracdo cecal causou
comportamento tipo depressivo. O tratamento com a CoQ10 foi capaz de aumentar
a motivacdo dos animais no teste de nado for¢cado, atenuar a anedonia no teste de
preferéncia a sacarose, reduzir a atividade de NOX e MDA, e modular a expressao
génica de iNOS entre os animais induzidos a sepse e posteriormente tratados com a
CoQ10. Sendo assim, este nutracéutico foi capaz de reverter o comportamento tipo-

depressivo, atenuando indices de estresse oxidativos e inflamacéo.
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