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RESUMO

A sepse é caracterizada por um processo inflamatorio sistémico grave que
compromete fungdes vitais do organismo. A encefalopatia associada a sepse, é uma
complicacdo neurologica associada que, causa disfun¢cdes no sistema nervoso
central (SNC), como ruptura na barreira sangue-cérebro (BSC), comprometimento
da funcéo cognitiva, alteracdes a niveis metabdlicos e celulares e, esta relacionada
a um aumento na taxa de mortalidade. Os eventos pelos quais a inflamacéao
sistémica promove danos tdo significativos ao SNC, principalmente a longo prazo,
ainda ndo estdo completamente estabelecidos. Por essa razéo, essa dissertacao
buscou investigar as alteracdes cerebrais persistentes apdés um episodio
inflamatorio sistémico grave. Nossos resultados sugerem que 0s animais
sobreviventes a inducdo de sepse por modelo de ligacdo cecal e perfuracéo
apresentam um prejuizo na memoria declarativa a longo prazo. Além disso, foi
observado que o dano a BSC promovido pela sepse é persistente mesmo apos a
sua resolucdo. O estudo utilizando esse modelo também demonstrou uma
diminuicdo no metabolismo de glicose cerebral, porém n&o foram evidenciadas
alteracdes no metabolismo glutamatérgico. E, por fim, observamos que animais
sobreviventes a inflamacdo sistémica apresentam alteracbes persistentes em
proteinas astrocitarias. Com esses resultados, evidenciamos que a inflamacéo

sistémica grave impacta, de forma persistente, na funcionalidade cerebral.

Palavras-chave: encefalopatia associada a sepse, metabolismo energético

cerebral, astrécitos, barreira sangue-cérebro.



ABSTRACT

Sepsis is characterized by a severe systemic inflammatory process that
compromises vital body functions. Sepsis-associated encephalopathy (SAE) is an
associated neurological complication that causes dysfunction of the central nervous
system (CNS), such as disruption of the blood-brain barrier (BBB), impairment
cognitive functions, changes at metabolic and cellular levels. Additionally, SAE is
related to an increased mortality rate. The events by which systemic inflammation
promotes such significant damage to the CNS, especially in the long term, are not
yet fully established. For this reason, this dissertation sought to investigate the brain
changes that persist after a severe systemic inflammatory episode. Our results
suggest that animals surviving the induction of sepsis by cecal ligation and
perforation exhibit an impairment in long-term declarative memory. Furthermore, it
was observed that the BBB damage promoted by sepsis is persistent even after its
resolution. Our study also demonstrated a decrease in brain glucose metabolism,
but no changes in glutamatergic metabolism were evident. Finally, we observed that
animals surviving systemic inflammation presented persistent alterations in
astrocyte proteins. Together, our results, evidenced that on episode of severe

systemic inflammation persistently impacts on brain functionality.

Keywords: sepsis associated encephalopathy, cerebral energetic

metabolism, astrocytes, blood brain barrier.
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INTRODUCAO

1. Sepse, aspectos fisioldégicos e bioguimicos

A sepse é definida como uma disfuncéo organica, que promove risco de vida,
causada por uma resposta desregulada do hospedeiro a invasao e persisténcia de
bactérias patogénicas na corrente sanguinea, caracterizando uma infeccéo
disseminada. Nao se caracteriza como uma doenca em si, porém como uma
resposta inflamatoria sistémica devido a infec¢do, queimadura, trauma ou outros
fatores (Green, Scott et al. 2004, Singer, Deutschman et al. 2016, Komori, Abe et
al. 2020). Extrapolacdes de dados populacionais de paises de alta renda sugerem
uma estimativa de incidéncia mundial de 31,5 milhdes de casos de sepse ao ano,
com um potencial de 5,3 milhdes de 6bitos (Fleischmann, Scherag et al. 2016). Nas
unidades de terapia intensiva (UTIs) brasileiras, a prevaléncia de sepse em
internacbes € de 25%, e a taxa de mortalidade nesses pacientes chega a 30%

(Lobo, Rezende et al. 2019).

Diversos estudos tém demonstrado que a resposta fisiopatoldgica a sepse é
complexa e variavel (Angus and van der Poll 2013, Prescott and Angus 2018,
Huang, Cai et al. 2019). Primeiramente, em uma fase inicial, ha ativacdo das vias
pré-inflamatérias e vias imunes inatas anti-inflamatorias. Apés, as caracteristicas
das alteracdes no sistema imune variam de acordo com o hospedeiro e o patégeno,
além de intervengBes médicas e/ou tratamentos. E, por fim, a Ultima etapa, que
quando bem-sucedida, se caracteriza pela resolucdo da inflamacgéo. Contudo, ja é

bem estabelecido que muitos pacientes continuam apresentando alteracées na
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resposta inflamatoria, incluindo supressao imunoldgica, mesmo apdés a resolucéo

da inflamacgao aguda (Hotchkiss, Monneret et al. 2013, Prescott and Angus 2018).

Devido as disfuncbes organicas causadas pela sepse, sabe-se que ha
diversas lesdes, a nivel de 6rgdos e tecidos, causando inUmeras alteracdes
musculares, cardiacas e cerebrais. Em nivel molecular, ocorre a ativacdo de
diferentes cascatas moleculares anti e pré-inflamatérias, e também a nivel
metabdlico, pode haver reducéo no gasto de energia generalizado a nivel celular e
reducdo das funcbes organicas (Garcia-Alvarez, Marik et al. 2014, Gotts and

Matthay 2016).

2. Encefalopatia associada a sepse

A encefalopatia associada a sepse (EAS) é considerada uma complicacao
neuroldgica critica durante o desenvolvimento da sepse, ou seja, ocorre sem que
haja lesdo infecciosa direta no tecido nervoso ou outros tipos de encefalopatias.
Apesar da falta de infeccao direta, evidéncias laboratoriais de disfuncéo do sistema
nervoso central (SNC), como acidente vascular encefalico hemorragico, lesdes
inespecificas da substancia branca cortical e, niveis elevados de proteinas, como a
albumina, no liquido cefalorraquidiano (LCR) em pacientes internados sdo comuns
na EAS (Gofton and Young 2012). A EAS é frequentemente encontrada em
pacientes criticos internados em UTIs e em até 70% dos pacientes com infec¢céo
sistémica grave (Shulyatnikova and Verkhratsky 2020). A EAS apresenta um

espectro clinico que pode variar de leve desorientagdo, agitacao e hipersonoléncia,
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a disturbios mais graves de consciéncia, alteracbes na memobria, atencao,
concentragdo e prejuizo na qualidade de vida em pacientes sobreviventes

(Chaudhry and Duggal 2014).

Fisiopatologicamente, a EAS apresenta uma certa complexidade, afetando
células cerebrais (como neurbnios e células gliais), interacdes celulares (como
interacdes neurbnio-glia), bem como estruturas cerebrais inteiras responsaveis por
importantes fungbes como memdria, atencdo e consciéncia (Gotts and Matthay
2016). Dentre as diversas regides cerebrais afetadas pelo desenvolvimento do
quadro de EAS, cortex e hipocampo se destacam como regifes de interesse pois
estdo associadas a diversas alteracfes na patologia da doenca (Chaudhry and
Duggal 2014). O cortex, pois é responsavel por funcdes cerebrais complexas como
a linguagem e o processamento de informacgbes (Bartels and Zeki 2005) e o
hipocampo, que desempenha papéis cruciais na funcionalidade cerebral incluindo
regulacdo emocional, atividade hormonal, mas sua funcédo mais bem reconhecida é
relacionada aos processos do aprendizado e formacao de memoria (Opitz 2014).
Estudos tém mostrado ainda que esta estrutura se apresenta como uma das regides
mais vulneraveis a danos inflamatorios e isquémicos (Lim, Alexander et al. 2004,

Semmler, Widmann et al. 2013)

Os mecanismos pelos quais a inflamacéo sistémica promove danos tao
significativos ao SNC, ainda ndo estdo completamente estabelecidos. Evidéncias ja
demonstram que o desenvolvimento de um processo de neuroinflamacéo, disfungéo
da barreira sangue-cérebro (BSC), isquemia e excitotoxicidade parecem ser 0s

principais processos implicados na EAS (Adam, Kandelman et al. 2013, Mazeraud,
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Pascal et al. 2016, Chung, Wickel et al. 2020). Estudos evidenciam que os pacientes
que sobrevivem a sepse apresentam maior suscetibilidade a desenvolver um
declinio funcional e neurocognitivo, juntamente com um risco aumentado de
mortalidade a longo prazo. (Kissoon, Reinhart et al. 2017, Machado, Cavalcanti et
al. 2017). Além disso, a EAS esta associada a anormalidades
neurocomportamentais, reducdo da qualidade de vida e aumento da morbidade,
gerando uma carga substancial para os pacientes e sistemas de saude (lwashyna,

Ely et al. 2010, Ji, Xia et al. 2018).

Atualmente ndo existe uma terapia especifica para a EAS, sendo assim a
compreensao dos seus mecanismos fisiolégicos e patoldgicos sdo essenciais para
prevencao e potenciais intervencdes a fim de evitar consequéncias a longo prazo

encontradas nos pacientes acometidos por EAS.

3. Danos agudos e cronicos relacionados a EAS

Apods a resolucdo da sepse ha uma melhora nos sintomas dos pacientes e,
com isso, 0s mesmos deixam 0s hospitais para retornarem a suas vidas. Porém, a
longo prazo, alguns danos, principalmente cerebrais, sdo evidenciados nesses

individuos sobreviventes a sepse.

3.1 Comprometimento cognitivo associada a EAS

Mais de 50% dos sobreviventes de sepse sofrem de algum tipo de disfuncéo
cognitiva que afeta predominantemente a memoria geral, atencao, fluéncia verbal e

funcdo executiva na alta hospitalar (Lamar, Hurley et al. 2011). Em uma proporc¢ao
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significativa, a neuroinflamacao pode levar a uma disfuncdo cognitiva persistente,
que cada vez mais parece preceder os disturbios neurodegenerativos, como, por
exemplo, a doenga de Alzheimer (Ferrari, Pott Godoy et al. 2006, Annane and
Sharshar 2015). Diversos estudos tém demonstrado que pacientes sobreviventes
de sepse apresentam fator de risco, como inflamagdo sistémica, para
comprometimento cognitivo e doencas neurodegenerativas (Kamer 2010, Widmann
and Heneka 2014, Prescott and Angus 2018, Mostel, Perl et al. 2019). Evidéncias
experimentais também j& relatam que 10 dias ap6s a inducdo a inflamacgéo
sistémica por ligadura cecal e perfuracdo (LCP), ha comprometimento significativo
da memdria desses animais, porém estudos mais robustos a longo prazo ainda séo

necessarios (Barichello, Martins et al. 2007, Olivieri, Michels et al. 2018).

Sequelas cognitivas a longo prazo apés doencas criticas, como a sepse,
causam um grande O6nus ao sistema de saude, gerando altos custos
socioeconémicos, emergindo de um risco aumentado de hospitalizacdes repetidas,
acomodacédo em lares de idosos, capacidade de trabalho reduzida de cuidadores e
morte prematura (Langa, Chernew et al. 2001, Prescott, Langa et al. 2014).
Portanto, estudos de longo prazo sdo necessarios para melhor conhecimento dos

danos cerebrais associados a sepse e busca de alvos terapéuticos.

3.2 Dano a barreira sangue-cérebro induzido pela sepse

A sepse pode induzir alteracdes agudas e cronicas no SNC, comprometendo
diversos aspectos funcionais, como manutencdo da integridade da BSC. A BSC é
uma interface bioldgica altamente seletiva e semipermeével encontrada entre o

parénquima cerebral e a circulacdo sanguinea. A manutencdo da sua integridade
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garante uma funcdo e homeostase cerebral normais (De Luca, Colangelo et al.
2018). O comprometimento da BSC, promovido pela inflamagdo sistémica
exacerbada, se inicia quando as células imunes reconhecem padrdes moleculares
associados a patdégenos (PMAPs) ou danos (PMADs), codificando um sinal de
perigo ao hospedeiro (Ransohoff, Schafer et al. 2015). O reconhecimento desses
padrbes gera a ativagdo de células sanguineas mononucleares (PBMCs, do inglés
peripheral blood mononuclear cells) que liberam diversos mediadores inflamatérios,
como interferon gama (IFN-y), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucinas
(IL), em especial IL-2, IL-4, IL-5 e IL-10 (Friberg, Bryant et al. 1994, Katial,
Sachanandani et al. 1998). Esses mediadores sdo enviados através do sangue para
outros sitios afetados pela inflamacao, incluindo o cérebro. No cérebro, esses
mediadores contribuem para disfuncdo neuronal, ativando células gliais e o
endotélio vascular (isquemia) e essas disfuncbes acabam aumentando a
permeabilidade e causando rupturas na BSC, acarretando em dano cerebral

(Hughes, Patel et al. 2012, Nwafor, Brichacek et al. 2019).

Alteracfes na permeabilidade da BSC ja foram observadas em pacientes
sépticos, que apresentam niveis mais elevados de proteinas no LCR do que
pacientes saudaveis (Davies 2002). Estudo em modelos animais também vém
demonstrando ativacao de células pré-inflamatérias durante a fase aguda da sepse,
que contribuem para a ativagdo e disfuncdo das células endoteliais
cerebrovasculares, consequentemente aumentando a permeabilidade da BSC (du

Moulin, Paterson et al. 1985, Gofton and Young 2012). Contudo, se essas
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alteracdes de BSC persistem apés a resolugdo da inflamagéo ainda precisa ser

investigado.

3.3 Alteragbes astrocitarias relacionadas a inflamacéo sistémica

grave

A EAS também é conhecida por promover alterages a nivel celular. Nesse
sentido, os astrocitos sdo um tipo celular glial que desempenham importantes
propriedades fisiologicas e, se relacionam intimamente com a manutengdo da
homeostase do SNC. Dentre as principais funcdes astrocitarias destaca-se:
liberacdo de fatores neurotréficos, suporte ao desenvolvimento neuronal,
participagdo no metabolismo de neurotransmissores, modulacdo e plasticidade
sinptica e formacdo e manutencdo da BSC (Dong and Benveniste 2001, Abbott,

Ronnback et al. 2006).

ApOs algum tipo de injaria ou ameaca, uma resposta astrocitaria €
desencadeada, processo denominado reatividade astrocitaria. Esse fenébmeno se
caracteriza por alteracdes tanto moleculares quando funcionais, como por exemplo,
hiperplasia e/ou hipertrofia celular, proliferacdo, alteracdo na expressao de
proteinas do citoesqueleto, como a proteina glial fibrilar acida (GFAP) e a vimentina,
e liberacdo de diversas moléculas, como mediadores inflamatérios e fatores
neurotréficos, que influenciam nos diferentes tipos celulares cerebrais (Escartin,
Guillemaud et al. 2019, Escartin, Galea et al. 2021). A GFAP é uma proteina de
filamento intermediario tipo Il e esta presente no citoesqueleto dos astrocitos. Ela
apresenta uma funcdo de manutencdo mecanica e formato astrocitario, de suporte

estrutural dos neurdnios e da BSC (Middeldorp and Hol 2011). Estudos de fase
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aguda mostram que a sepse induz a reatividade astrocitaria, observado através do
aumento dos niveis de GFAP, contudo, se esta alteracdo estd associada a
disfung&o cognitiva de longo prazo causada pela sepse ainda precisa ser elucidado

(Gasparotto, Girardi et al. 2018, Bellaver, Rocha et al. 2019)

A monoamina oxidase B (Mao-B) é uma enzima também presente
predominantemente nos astrocitos, cuja principal funcéo é catalisar a desaminacéo
oxidativa de diversas aminas biolégicas, como monoaminas neurotransmissoras e
neuromoduladoras (como dopamina, noradrenalina, adrenalina, serotonina), que
sao relacionadas com o movimento, cognicdo e comportamento, e se apresenta
também como um importante marcador de reatividade astroglial (Ekblom, Jossan et
al. 1993, Carter, Herholz et al. 2019). Estudos em humanos tém demonstrado que
0 aumento da expressao da Mao-B cerebral, que ocorre durante o envelhecimento,
contribui para 0 aumento do estresse oxidativo e por isso pode ter um papel na
vulnerabilidade do sistema dopaminérgico cerebral levando a neurodegeneracao

(Cohen 1990, Fowler, Volkow et al. 1999).

3.4 Alteracdes induzidas pela inflamacdo sistémica grave no

metabolismo glutamatérgico cerebral

O glutamato, ou acido glutamico, € considerado o principal neurotransmissor
excitatério do SNC. Além de ser responsavel por parte da neurotransmissao
excitatoria rapida, também parece ser mediador da informacgéo sensorial, cognitiva,
motora e emocional (Ozawa, Kamiya et al. 1998, Meldrum 2000). As concentracdes
de glutamato na fenda sinaptica sdo mantidas a baixos niveis de maneira fortemente

regulada. Ainda ndo se conhecem enzimas que sejam capazes de degradar o
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glutamato extracelular, entdo a captagdo de glutamato da fenda sinaptica por
astrocitos e neurbnios é de extrema importancia para que ocorra a sua reciclagem
(Choi 1994). Assim, quando ha um desequilibrio nesse sistema regulatério podem
ocorrer efeitos deletérios, seja por inducao de hiperexcitabilidade e excitotoxicidade
em neurbnios pos-sinpticos, ou perturbacdo da sinalizagdo glutamatérgica (Doble

1999, Danbolt 2001).

A recaptacdo de glutamato € realizada por transportadores de glutamato
excitatorios (EAATS). Cinco tipos diferentes de EAATSs sé@o conhecidos atualmente,
sdo eles: GLAST (transportador de glutamato aspartato, EAAT1), GLT-1
(transportador de glutamato 1, EAAT2), EAAC1 (transportador de aminoé&cido
excitatorio 1, EAAT3), EAAT4 (transportador de amino&cido excitatorio 4) e EAAT 5
(transportador de aminoé&cido excitatério 5) (Tanaka 2000). GLAST e GLT-1
distribuem-se nas membranas plasmaticas dos astrécitos associadas a contatos
sinapticos excitatérios. Enquanto o GLT-1 € encontrado em todo o cérebro, mas
com maior abundancia no cortex, hipocampo e corpo estriado (Vandenberg and
Ryan 2013), o GLAST € o principal transportador localizado no cerebelo, ouvido
interno e, retina (Danbolt 2001). Além de ser o transportador de glutamato mais
abundante no cérebro, o GLT-1 é também o0 mais importante na recaptacdo de
glutamato, sendo responsavel por mais de 90% da captacdo desse
neurotransmissor no cérebro (Holmseth, Scott et al. 2009, Pavi¢, Holmes et al.

2019).

Alguns estudos ja evidenciaram altera¢cdes no metabolismo glutamatérgico

associados a sepse. Em culturas celulares astrocitarias submetidas a um ambiente
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inflamatoério [modelo de lipopolissacarideo (LPS)] foi observada uma reducdo de
50% da captacdo de glutamato em 24 h (Korcok, Wu et al. 2002). Além disso, outro
estudo recente do nosso grupo demonstrou em culturas de astrocitos e fatias
hipocampais de animais ap6s 24 h de inducéo a sepse uma diminui¢cao na captacéo
de glutamato (Bellaver, Rocha et al. 2019). Porém, estudos ainda sdo necessarios
para determinarmos se essas alteracfes sdo persistentes nos animais sépticos a

longo prazo.

3.5 Alteragbes no metabolismo energético cerebral relacionadas a

inflamagéo sistémica grave

Alteracdes no metabolismo energético cerebral, principalmente na fase
aguda da sepse, ja foram demonstradas. Mais especificamente uma diminui¢cdo na
captacéo de [*8F] FDG cerebral em modelos de inflamacéo sistémica induzidos por
LPS foi observada, quando comparados ao controle (Semmler, Widmann et al.
2013, Catarina, Luft et al. 2018). Catarina et al. demonstrou um hipometabolismo
cerebral tdo cedo quanto 12 h ap6s a inducdo a sepse através de LPS, porém o
metabolismo em diferentes regides cerebrais ndo foi avaliado nesse estudo
(Catarina, Luft et al. 2018). Ja Bellaver et. al. demonstrou em animais induzidos a
sepse através de LCP um hipometabolismo de [®F] FDG em diversas regides
cerebrais (Bellaver, Rocha et al. 2019). Alterac6es no metabolismo energético ap6s

a resolucdo da sepse ainda precisam ser melhor estudadas.

Os astrocitos também participam diretamente da regulacdo do metabolismo
energeético cerebral. A contribuicdo dessas células foi evidenciada inicialmente em

culturas priméarias, onde a presenca de glutamato foi capaz de estimular

21



significativamente a captacdo de glicose e a liberacdo de lactato. Assim, nesse
estudo observou-se que o glutamato estimula a glicélise anaerdbia em astrécitos, e
sugere-se que o lactato liberado seja enviado aos neurdnios, onde sera utilizado
como fonte de energia (Pellerin and Magistretti 1994). Além disso, um estudo mais
recente demonstrou a existéncia de um acoplamento in vivo entre a captacdo de
glutamato e o metabolismo de glicose cerebral, mediado por astrécitos, através da
utilizacdo do radiotracador ['8F] fluordesoxiglicose (['®F] FDG). Nesse estudo, o
antimicrobiano ceftriaxona foi utilizado para estimular o transporte de glutamato em
astrécitos, via GLT-1, resultando em um aumento do sinal de [®F] FDG,
principalmente em regifes onde h& enriquecimento de GLT-1 (Zimmer, Parent et al.
2017). Com isso, foi evidenciado um importante link entre o metabolismo

glutamatérgico astrocitario e o consumo de glicose pelas células cerebrais.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral
Investigar as alteracdes cerebrais persistentes apos um episodio inflamatorio

sistémico grave.

Objetivos Especificos

1. Verificar memoria declarativa a longo prazo em modelo animal de LCP;

2. Avaliar a persisténcia do dano a BSC apés inducéo a inflamacao sistémica

grave;

3. Avaliar o metabolismo energético cerebral apds recuperacdo de um episédio

de inflamacgéao sistémica grave;

4. Elucidar o impacto persistente da sepse na reatividade astrocitaria de

animais submetidos a sepse.
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MATERIAIS E METODOS

Desenho Experimental

<
Ratos Wistar
adultos (90 dias)
O—A——A——& 4 ——
Dia1 Dia2 Dia3 Dia30 Dia 60 Dia 120
. Lep x Eutanasia

A Antibidticos e dipirona
. Analises in vitro
. Analises in vivo

Coorte Experimental:

Dia 30 Dia 60 Dia120
. Analise Comportamental (n = 12 - 25)
@ VicroPET(n=12-13)
* Anadlises Bioguimicas(n =3 —12)
Animais

Ratos Wistar machos adultos (90 dias de idade) foram divididos em dois
grupos: sham (n = 33; peso corporal médio = 325 g) e sepse (n = 37; peso corporal
médio = 321 g). Todos os animais foram obtidos da colénia de reproducdo do
Departamento de Bioquimica, UFRGS, e, mantidos em ambiente controlado (ciclo
claro de 12 h / escuro de 12 h; 22 + 1°C; acesso ad libitum a comida e agua). Os

protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Uso e Cuidado de
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Animais da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (nUmero do processo:

37451).

Ligadura cecal e perfuracédo (LCP) em ratos Wistar

Para a inducdo da inflamacéo sistémica, os ratos Wistar foram submetidos
ao LCP conforme descrito anteriormente (Bellaver, Rocha et al. 2019). Os ratos
foram anestesiados com uma mistura de cetamina e xilazina, administradas via
intraperitoneal. Uma laparotomia mediana de aproximadamente 3 cm foi realizada
para permitir a exposi¢ao do ceco com o intestino adjacente. O ceco foi entéo ligado
com sutura de ndilon 3.0 em sua base, abaixo da valvula ileocecal, mantendo a
continuidade do fluxo intestinal, e foi perfurado uma vez com agulha de calibre 14
gauge. O ceco foi entdo suavemente espremido para expelir uma pequena
guantidade de material fecal do local da perfuracdo e, em seguida, devolvido a
cavidade peritoneal. A laparotomia foi fechada com sutura de nailon 4.0 e os ratos
devolvidos para as suas gaiolas. Todas as cirurgias foram realizadas do turno da
manha. Os animais foram hidratados com solucdo salina (50 mL/kg por via
subcutanea) imediatamente e 8 h ap6s a LCP. No grupo sham, os ratos foram
submetidos a todos os procedimentos cirdrgicos, mas o ceco nao foi ligado nem
perfurado. Na auséncia de antibioticoterapia, a taxa de mortalidade neste modelo
foi de 100% ap6s 72 h. Por essa razdo, os animais receberam 30 mg/kg de
ciprofloxacino e 25 mg/kg de metronidazol por gavagem, de 12 em 12 h por um total
de 3 dias. Dipirona sédica com sabor em suspenséo de 0,5% foi fornecida na agua

de beber por 3 dias ap0s a cirurgia.
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Protocolo Experimental

Apés a inducao a inflamacdao sistémica grave por ligadura cecal e perfuracéo,
0s animais sobreviventes foram acompanhados por 30, 60 e 120 dias. Os mesmos
animais foram utilizados nos diferentes pontos da curva temporal e todos foram

submetidos aos experimentos descritos abaixo.

Teste de reconhecimento de objeto

O teste de reconhecimento de objeto foi utilizado para medir a memaria a
longo prazo dos animais. O experimento foi conduzido em uma sala com atenuagéo
de som sob luz de baixa intensidade e objetos distintos foram utilizados em cada
teste. O protocolo, conforme descrito por Ennaceur, Cavoy, € baseado na
exploragdo diferencial de objetos novos e familiares, e consiste em fase de
habituacdo, de amostra e de discriminacdo (Ennaceur, Cavoy et al. 1989). Na
habituacdo, os animais podem explorar livremente o campo aberto por 10 minutos
e, posteriormente foi analisada a distancia total percorrida, a fim de verificar a
locomocédo dos animais. Na amostragem, que aconteceu 24 h apés a habituacéo,
dois objetos idénticos (O1 e O2) foram posicionados dentro do campo aberto,
distantes cerca de 15 cm das paredes e aproximadamente 20 cm entre eles. Os
animais exploraram livremente os objetos por 5 minutos. Na discriminagao, ap6s 24
h da fase anterior, foi posicionado um objeto familiar (O3), o mesmo da fase anterior,
em campo aberto junto com um novo objeto (T) nos mesmos locais anteriormente
ocupados por O1 e O2. Os ratos exploraram livremente os objetos por 5 minutos. A

exploracéo do objeto foi definida como direcionar o nariz a menos ou igual 2 cm ou
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toca-lo diretamente com o nariz. Os dados foram analisados usando o tempo total
explorando o objeto novo e o objeto familiar (O3 + T) na fase de descriminagao, e a
porcentagem da discriminacdo foi definida pelo tempo total multiplicado por 100

dividido pelo tempo no objeto novo (Tempo total*100/T).

Citometria de Fluxo

A presenca de células no LCR for determinada através da técnica de
citometria de fluxo. O LCR foi retirado da cisterna magna dos animais 30 dias ap6s
a inducao cirdrgica de sepse com o auxilio de uma seringa ultrafina (0,25 mm de
calibre). Somente amostras sem contaminacdo com sangue foram analisadas. A

contagem de células foi realizada em citdbmetro BD Calibur.

Tomografia por emissédo de pésitrons (PET)

Os animais sobreviventes foram escaneados 30 dias (sham n = 12; sepse n
= 13) e 120 dias (sham n = 10; sepse n = 8) apés a induc¢do cirargica de sepse. Os
animais foram anestesiados individualmente com uma mistura de isoflurano e
oxigénio medicinal (3-4% da dose de indugéo) e injetados com 0,4 mL de [*®F] FDG
na veia caudal, apos jejum de 12-16 h. Em seguida, cada animal foi devolvido & sua
respectiva gaiola por 40 minutos para metabolismo in vivo de [*®F] FDG. Apds o
periodo de captacéo, cada rato foi colocado em posicao de prona e escaneado com
0 Triumph™ micro-PET [LabPET-4, TriFoil Imaging, Northridge, CA, USA, (para
informacgdes técnicas do LabPET-4, olhar (Bergeron, Cadorette et al. 2014)) sob

anestesia inalatoria (dose de manutencéao de 2-3%). Ao longo do procedimento, 0s
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animais foram mantidos em almofada aquecida a 37°C. Para leitura do
radiotracador, aquisi¢des estaticas foram adquiridas por 10 minutos com o campo
de visao (FOV; 3,75 cm) centrado na cabeca de cada rato (Zanirati, Azevedo et al.
2018, Bellaver, Rocha et al. 2019). Todos os dados foram reconstruidos utilizando
o algoritmo do método de estimativa de maxima verossimilhanca (MLEM-3D) com
20 interagdes. Cada imagem de micro-PET foi reconstruida com um tamanho de
voxel de 0,2 x 0,2 x 0,2 mm e espacialmente normalizada em um modelo de ['8F]
FDG usando a normalizacdo do cérebro em PMOD v3.8 e a ferramenta Fuse It
(PFUSEIT) (PMOD Technologies, Zurique, Suica). Um modelo de MRI de rato foi
utilizado para sobrepor as imagens normalizadas previamente e co-registradas no

banco de dados de imagens micro-PET.

Captacéo de glutamato

A captacao de glutamato foi realizada em fatias corticais e hipocampais, e
foram incubadas a 37 °C em HBSS contendo os seguintes componentes (em mM):
137 NacCl, 5,36 KCI, 1,26 CaClz, 0,41 MgSOa, 0,49 MgClz, 0,63 NazHPO4, 0,44
KH2PO4, 4,17 NaHCOs e 5,6 glicose, ajustado em pH 7,4. O experimento inicia pela
adicdo de 100 pM de L-glutamato e 0,31uCi/ml de L- [2,3-°H] glutamato. A
incubacéo foi interrompida em 10 minutos apo6s a adi¢do, onde o meio foi removido
e 0s pocos lavados duas vezes com HBSS gelado. As células foram lisadas em uma
solugéo de NaOH 0,5M. A radioatividade incorporada foi medida em um cintilador.

A captacdo independente de sédio foi determinada usando metil-D-glucamina ao
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invés de cloreto de sédio. A captacao de glutamato dependente de sodio foi obtida

subtraindo a captacdo independente de sédio da captacao total.

Cromatografia liqguida de alta eficiéncia (CLAE)

A CLAE foi realizada para avaliar os niveis de glutamato no LCR dos ratos
30 e 120 dias ap6s a inducéo cirargica a sepse (n = 38). O LCR foi filtrado (poro de
0,02 um), as amostras foram derivatizadas com o-flaldeido e a separacédo foi
realizada com uma coluna de fase reversa (Supelcosil LC-18, 250 mm 9 4,6 mm,
Supelco) em um sistema de cromatografia Shimadzu Classe-VP. A fase movel fluiu
a uma taxa de 1,4 mL / min. e a temperatura da coluna era de 24 ° C. A composicéo
do tampéao foi A: tampao monohidrato de di-hidrogenofosfato de sodio 0,04 mol / L,
pH 5,5, contendo 20% de metanol; B: tamp&o monohidrato de di-hidrogenofosfato
de sddio 0,01 mol / L, pH 5,5, contendo 80% de metanol. O perfil do gradiente foi
modificado de acordo com o contetdo do tampéo B na fase movel: 0% por 0O min,
100% por 55 min, 0% por 55-60,00 min. A absorbéncia de excitacdo e emisséo
foram lidas a 360 nm e 455 nm, respectivamente, com detector de fluorescéncia

Shimadzu.

Também foram dosados os niveis de albumina em LCR, que é utilizada para
avaliar a integridade da BSC (Tumani, Huss et al. 2017). Utilizou-se CLAE acoplada
a detector de Fluorescéncia (DFL) composto por sistema LC Shimadzu (Kyoto,
Japéo) equipado com bomba LC-20AT, desgaseificador DGU-14A, termostato para
coluna CTO-10A e detector de fluorescéncia RF 20A. O software utilizado na

aquisicao e processamento dos dados foi o LC Solution. O DFL foi estabelecido em
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278 nm (excitacao) e 335 nm (emisséo). Foi usada a coluna Agilent ZORBAX SB-
C18 de fase reversa (tamanho de particula de 5 ym, 250 x 4,6 mm i.d.). O método
foi realizado usando condicao de gradiente, consistindo em solvente A (H20 + 0,1%
de &cido férmico) e solvente B (acetonitrila (ACN)) como segue: A — 65% B — 35%
(0-5,0 min), A — 70% B — 30% (5,0-10 min), A — 65% B — 35% (10,0-17,0 min).
A taxa de fluxo foi fixada em 0,7 mL/min. A orientacdo bioanalitica da FDA

complementada pela EMA foi usada para realizar a validacdo do método.

As solucdes estoque de albumina foram preparadas em agua a 1 mg/mL e
armazenadas a -20 + 2 ° C. Para cada dia de andlise, foram preparadas solucdes
padrao de albumina a 0,1, 0,5, 1, 10, 50 e 100 ug / mL. A preparacdo da amostra
foi realizada adicionando 10 pl de LCR a 4 Oul de ACN e foram misturados no vortex.

Em seguida, a solucéo foi transferida para frascos cénicos e 10 L foram injetados.

Western Blotting

Para os experimentos de western blotting foram utilizados tecidos de
hipocampo e cortex, os quais foram homogeneizados com tampao RIPA,
centrifugados a 3000RPM a 4°C por 10 minutos, e as proteinas do sobrenadante
foram medidas através do método do &cido bicinconinico com albumina bovina
como padrdo. As amostras foram padronizadas com tampé&o contendo 4% SDS,
10% 2-mercaptoetanol, 20% glicerol, 0,004% azul de bromofenol e 0,125 M Tris-

HCI, de acordo com o teor de proteina de cada amostra.

As amostras foram separadas por SDS/PAGE (2 pg/ul de proteina) e

transferidas para membranas de nitrocelulose, que foram incubadas overnight (4°C)
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com um dos seguintes anticorpos: anti-GFAP (1:1000), anti-GLT-1 (1:1000), anti-
Mao-B (1:1000) ou anti-B-tubulina (1:1000). A B-tubulina foi utilizada como controle
de pipetagem. Em seguida, as membranas foram incubadas com anticorpo
secundéario (anti-coelho conjugado com peroxidase; 1:5000) por 1 h. Os anticorpos
das proteinas analisadas e do controle endégeno foram incubados na mesma
membrana. Todos os anticorpos utilizados séo provenientes da empresa Abcam.
Os sinais de quimioluminescéncia foram detectados em sistema Image Quant

LAS4010 (GE Healthcare) usando um kit ECL.

Dosagem de proteinas
O conteddo de proteinas foi mensurado usando o método do &cido

bicinconinico com albumina de soro bovino como padréao (Smith, Krohn et al. 1985).

Andlises Estatisticas

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo (dp). Todos os
dados apresentaram distribuicdo normal e as comparacgdes entre 0s grupos sham e
sepse foram realizadas utilizando o teste t. Valores de p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. As analises estatisticas foram realizadas no

programa GraphPad Prism 8.
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RESULTADOS

Animais que sobrevivem a sepse apresentam comprometimento na memaoria

declarativa

Os animais foram submetidos ao teste de campo aberto 30, 60 e 120 dias
apos LCP. Avaliamos nesses periodos a distancia total percorrida pelos animais e,
observamos nao houve diferenca significativa no grupo sepse, em comparagao ao
sham, indicando que todos os animais estavam se locomovendo igualmente (Fig

1A - C).

Os animais também foram submetidos ao teste de reconhecimento de
objetos 30, 60 e 120 dias ap6s a inducdo de inflamacdo sistémica grave.
Observamos em 30 dias apés a inducdo de sepse que 0s animais, tanto do grupo
sham quanto do grupo sepse, exploraram menos tempo o objeto familiar do que o
objeto novo, indicando que ambos os grupos foram capazes de consolidar o

aprendizado (Fig. 1D).

O mesmo teste foi realizado 60 dias apdés a inducdo da sepse, onde
observamos que o grupo sham explorou menos tempo o objeto familiar do que o
objeto novo. J& o grupo sepse nao apresentou diferenca significativa no tempo de
exploracdo entre os dois objetos, indicando que n&do houve consolidagcao do
aprendizado nesse grupo (Fig. 1E). Em 120 dias apds a sepse, observamos na Fig.
1F que ambos o0s grupos ndo apresentaram diferenca entre os tempos de

exploracéo entre os objetos.
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Figura 1. Distancia total percorrida pelos animais 30 (A), 60 (B) e 120 (C) dias ap6s inducao a
LCP. Teste de reconhecimento de objeto realizado nos animais 30 (D), 60 (E) e 120 dias (F) apés
a inducao cirdrgica a sepse. Os dados foram expressos em média + desvio padrao dos grupos
(n= 12-25). *p < 0,01; ***p < 0,001 e ****p < 0,0001 (teste t).

Inflamacao sistémica grave promove dano a BSC

Determinamos o dano a longo prazo na BSC causado apds um episodio de
inflamacéo sistémica grave através da dosagem de albumina presente no LCR. Em
30 dias ap6s a inducao cirdrgica a sepse evidenciamos um aumento significativo
nos niveis de albumina no grupo sepse quando comparado ao sham (Fig. 2A; sham
=0,19+0,07; sepse = 0,68 £ 0,44; p = 0,0234). De maneira interessante, no periodo

de 120 dias ap0s a recuperacao dos animais observamos que ainda ha um aumento
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dos niveis de albumina no LCR dos animais sepse quando comparados ao sham

(Fig. 2B; sham = 0,16 £ 0,06; sepse = 0,37 + 0,18; p = 0,0018).

Além disso, no periodo de 30 dias apos a LCP, evidenciamos um aumento

da celularidade no LCR dos animais sepse quando comparados ao controle (Fig.

2C), indicando a presenca de células sanguineas que sdo enviadas ao cérebro,

provavelmente devido ao dano de BSC, causado pela resposta inflamatoéria

exacerbada.
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Figura 2. Niveis de albumina no LCR em 30 (A) e 120 (B) dias ap6s sepse. Contagem de células

no LCR dos animais sham (C) e sepse (D) 30 dias apés a inducéo cirdrgica a sepse. Os dados

foram expressos em média + desvio padrao dos grupos (n = 6-13). *p < 0,05; **p < 0,01 (teste t).
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Inflamacao sistémica grave promove alteracdes persistentes no metabolismo

cerebral de glicose

Para avaliar alteracdes a longo prazo no metabolismo de glicose cerebral
promovidas pela inducéo de inflamacéao sistémica, analisamos as imagens de micro-
PET utilizando [*®F] FDG como radiotragador. As imagens de PET-FDG sugerem
uma diminuicdo na captacdo de glicose nos animais 30 dias apés a inducao
cirdrgica de sepse em comparacdo aos seus controles (Fig. 3A, B), porém a
quantificacdo da captacdo de ['®F] FDG no cérebro total, apesar de apresentar uma
tendéncia, ndo demonstrou-se significativa no grupo sepse, quando comparado ao
sham (Fig. 3C SUVr = 1,36 + 0,1; SUVr sepse = 1,269 + 0,1474). Contudo, a Fig.
3D apresenta um mapa de porcentagem de alteracdo, calculadas voxel-a-voxel, em
gue podemos observar diferentes porcdes cerebrais variando entre 4% e 15%. O
mapa t-estatistico apresentado na Fig. 3E evidencia todas as regides alteradas

significativamente.

35



30 dias ¢ Cérebro Tolal s
20 p=0,062 -w-[\sl’
> o

0 [18FIFDG (SUVr)

Figura 3. Captacdo de ['®F] FDG no cérebro total dos animais sham (A) e sepse (B).
Quantificacdo de captacdo de glicose de cérebro total (C). Porcentagem de alteracdo entre os
grupos sham e sepse (D). Mapa t estatistico sobreposto a atlas histoldgico (E). Os dados foram

expressos em média + desvio padrao dos grupos (n = 12-13; teste t).
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Por fim, a avaliacdo da captacdo de ['®F] FDG em diferentes regides cerebrais
demonstrou uma diminuicdo na captacdo de glicose nos animais sepse em
hipocampo (Fig. 4A; sham =1,54 + 0,12; sepse = 1,41 + 0,17; p = 0,048) e estriado
(Fig. 4B; sham = 1,70 £ 0,10; sepse = 1,54 + 0,22; p = 0,0314). As demais regides

analisadas ndo apresentaram diferenca estatistica entre os grupos (Fig. 4C — G).
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Figura 4. Quantificacdo da captagdo de [8F] FDG em hipocampo (A), estriado (B), cerebelo (C),
cortex frontal (D), cortex temporoparietal (E), hipotdlamo (F) e talamo (G). Os dados foram

expressos em média * desvio padrao dos grupos (n = 12-13). * p < 0,05 (teste t).

O micro-PET [*8F] FDG também foi realizado nos animais 120 dias apés a
inducéo de inflamacé&o sistémica. Aqui observamos as imagens de captagcédo de
PET-FDG, que também nos sugerem uma diminuicdo na captacdo de glicose nos
animais que foram acometidos pela inflamacéo sistémica quando comparados ao

grupo sham (Fig. 5A, B). De fato, a quantificacdo da captacédo de [*®F] FDG no
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cérebro total demonstra uma diminuicdo na captacdo de glicose no grupo sepse
guando comparado ao controle (Fig. 5C; SUVr sham = 1,33 + 0,09; SUVr sepse =
1,18 £ 0,14; p = 0,017). A Fig. 5D apresenta o mapa de porcentagem de alteracéo,
voxel-a-voxel, em diferentes porcbes cerebrais onde conseguimos observar
maiores variagdes nas regides hipocampais e corticais. A Fig. 5E apresenta o mapa

t-estatistico que evidencia as regides alteradas significativamente.
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4 Porcentagem de alteragio 15

T estatistico 2

Figura 5. Captacdo de [®F] FDG no cérebro total dos animais sham (A) e sepse (B).
Quantificacdo da captacdo de [*8F] FDG no cérebro total (C). Porcentagem de alteracéo entre os
grupos sham e sepse (D). Mapa t estatistico sobreposto a modelo histolégico (E). Os dados

foram expressos em média + desvio padrdo dos grupos (n = 8-10). * p < 0,05 (teste t).
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Avaliamos a captacéo de ['8F] FDG das regides de interesse individualmente

e evidenciamos, no grupo sepse, um hipometabolismo no hipocampo (Fig. 6A;

sham = 1,50 + 0,12; sepse = 1,33 £ 0,18; p = 0,028), cortex frontal (Fig. 6B; sham

= 1,61 + 0,13; sepse = 1,39 + 0,17; p = 0,0073), cortex temporoparietal (Fig. 6C;

sham = 1,32 + 0,09; sepse = 1,18 + 0,11; p = 0,0097), cerebelo (Fig. 6D; sham =

1,21 £ 0,06; sepse = 1,10 + 0,11; p = 0,024) e hipotalamo (Fig. 6E; sham = 1,29 +

0,11; sepse = 1,13 £ 0,14; p = 0,020), quando comparados ao grupo sham. Estriado

e tdlamo ndo apresentaram alteracdes significativas entre os grupos (Fig. 6F e G).
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Cortex Temporoparietal
20
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20 p= Di0545 20—

18 -2 184

D
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Il sham

Hipotalamo [l sevse

Figura 6. Quantificacdo da captacédo de [*8F] FDG em hipocampo (A), cortex frontal (B), cortex

temporoparietal (C), cerebelo (D), hipotdlamo (E), estriado (F) e talamo (G). Os dados foram

expressos em média * desvio padrao dos grupos (n = 12-13). * p < 0,05, ** p < 0,01 (teste t).

Posteriormente, comparamos as regides de interesse entre os animais 30 e

120 dias apoés a sepse. Observamos, contudo, que ndo ha diferenca significativa,

seja nas analises de regiao total, ou nos mapas estatisticos voxel-a-voxel, indicando
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uma estabilizacdo do metabolismo de FDG entre os 30 e 120 dias apos a

recuperacdo dos animais a sepse.

A inflamacéo sistémica grave néo altera o metabolismo de glutamato a longo

prazo

A captacdo de glutamato a longo prazo foi avaliada em fatias corticais e
hipocampais apds um episodio de inflamacao sistémica grave. Observamos que em
30 dias apos a inducdo da sepse, ndo ha diferenca significativa na captacdo de
glutamato nas regides cortical e hipocampal entre os grupos sham e sepse (Fig. 8A,
sham =100 * 35,1, sepse = 115 + 39,53; 8B, sham = 100 + 17,52; sepse = 96,49 +
20,69). Com base nesses resultados, analisamos os niveis de glutamato no LCR,
onde observamos também ndo haver diferenca estatistica nos niveis de glutamato
30 dias apos a inducdo da inflamacédo sistémica no grupo sepse, em relacdo ao

sham (Fig. 8C; sham = 2,66 + 0,32 umol; sepse = 4,12 + 1,74 pumol).

Posteriormente analisamos a quantidade presente, em tecido cerebral, de
GLT-1, o principal transportador de glutamato astrocitario no SNC. Evidenciamos,
no grupo sepse, uma diminuicdo no imunoconteado de GLT-1 em hipocampo,
guando comparado ao grupo sham (Fig. 8D; sham = 100 + 21,63; sepse = 34,06 +
21,44; p = 0,0002). Contudo, a avaliagdo do imunoconteudo de GLT-1 em cortex
nao demonstrou diferenca significativa entre os grupos (Fig. 8E; sham = 100 +

15,33; sepse = 76,65 + 35,23).
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Figura 8. Captacao de glutamato em fatias de cortex (A) e hipocampo (B) e niveis de glutamato
no LCR (C) 30 dias ap6s a indugéo a sepse. Imunocontetdo de GLT-1 em hipocampo (D) e cortex

(E) 30 dias apo6s a sepse. Os dados foram expressos em média + desvio padrdao dos grupos (n
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Determinamos também a captacdo de glutamato em fatias de cortex e

hipocampo 120 dias apoés a inducdo da sepse. Conforme observamos na Fig. 9A e

B, tanto em hipocampo quanto em coértex ndo encontramos diferencga estatistica
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entre 0s grupos. Apoés, analisamos a expressao do GLT-1 em cértex observamos
um aumento da expressao do GLT-1 no grupo sepse, quando comparado ao
controle (Fig. 9C; sham = 100 £ 15,99; sepse = 132,98 * 34,49; p = 0,0134). Em

hipocampo n&o encontramos diferenca significativa entre os grupos (Fig. 9D).
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Figura 9. Captacéo de glutamato em fatias de cortex (A) e hipocampo (B) 120 dias ap6s a indugao
a sepse. Imunocontetdo de GLT-1 em hipocampo (C) e cortex (D) 120 dias ap0s a sepse. Os

dados foram expressos em média + desvio padrao dos grupos (n = 10-12). *p < 0,05 (teste t).
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Sepse promove alteracfes persistentes em proteinas astrocitarias

Para determinarmos alteracGes astrocitarias no cérebro dos animais apos a
inducdo a inflamacédo sistémica grave, analisamos duas importantes proteinas
astrocitarias: GFAP e Mao-B. Observamos que 30 dias apos a inducdo de LCP,
houve uma diminuicdo da expressao de GFAP em cortex, quando comparado ao
grupo sham (Fig. 10A; sham = 100 + 24,44; sepse = 45,24 + 17,59; p < 0.0001). J4
na regido hipocampal, nao foi identificada nenhuma diferenca estatistica entre os
grupos (Fig. 10B). Analisamos também a expressao da enzima Mao-B 30 dias apoés
a sepse e, observamos que nado houve alteracdo na sua expressao em ambos 0s

grupos e regides cerebrais analisadas (Fig. 10C e D).

Semelhante ao observado no tempo de 30 dias pés-sepse, o imunocontetdo
de GFAP em hipocampo de ratos 60 dias ap0s a recuperacéo da sepse apresentou-
se diminuido, quando comparado ao grupo sham (Fig. 10F; sham = 100 + 34,17;
sepse =54,10 £ 8,72; p = 0,024). Em relac&o ao coértex, observamos que nao houve
diferenca estatistica entre os grupos (Fig. 10E). Evidenciamos, também em 60 dias,
uma diminuicao significativa nos niveis de Mao-B, tanto em cortex (Fig. 10G; sham
=100 % 20,24; sepse = 64,79 + 10,45; p = 0,015) quanto em hipocampo (Fig. 10H;
sham = 100 + 13,16; sepse = 38,1 + 13,53; p = 0,018) no grupo sepse quando

comparado ao sham.

Ainda, apos 120 dias da inducdo cirargica a sepse determinamos a
expressdo de GFAP em cortex e hipocampo dos animais, contudo ndo foram

observadas diferencas significativas no imunoconteiudo dessa proteina entre 0s
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grupos (Fig. 101 - J). Em relacdo aos niveis de Mao-B, observamos uma diminui¢éo

na regido hipocampal nos animais sepse, quando comparado ao grupo sham

(Fig.10L; sham =100 + 30,53; sepse = 69,47 + 12,46; p = 0,0306). Em cortex, ndo

h& diferenca estatistica entre os grupos (Fig. 10K).
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Figura 10. Imunoconteddo GFAP em cortex (A) e hipocampo (B) e Mao-B em cértex (C) e

hipocampo (D) 30 dias apds inducao a sepse. Imunocontetdo de GFAP em coértex (E) e
hipocampo (F) e Mao-B em cértex (G) e hipocampo (H) 60 dias apds inducdo de sepse.

Imunocontetdo de GFAP cortex (I) e hipocampo (J) e Mao-B em cortex (K) e hipocampo (L) 120

dias apés inducéo a inflamacéo sistémica grave. Os dados foram expressos em média + desvio
padrdo dos grupos (n = 3-11). *p < 0,05, ** p <0,01 e ****p < 0,0001 (teste t).
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DISCUSSAO

Nesse trabalho analisamos, em modelo animal, os prejuizos metabdlicos
cerebrais a longo prazo promovidos pela sepse. Observamos uma disfungao
gradual na memdria declarativa dos animais, iniciando em 60 dias pos-sepse.
Mostramos também que a sepse causa danos persistentes & BSC, que pode estar
ligado tanto as alteracbes nas fungbes cognitivas, quanto ao hipometabolismo
energético cerebral observado nesses animais, principalmente em regides
relacionadas a memoria e aprendizado. Além disso, demonstramos alteracdes em
proteinas astrocitarias decorrentes a inflamacao sistémica grave, evidenciando um
potencial link entre prejuizo no funcionamento dessas células gliais e a

patogenicidade a longo prazo promovida pela inflamacao sistémica.

Diversos estudos mostram que a inducdo a sepse promove um
comprometimento cognitivo grave, ainda em sua fase aguda (Tuon, Comim et al.
2008, Ji, Xia et al. 2018). N6s decidimos analisar os efeitos a longo prazo na
capacidade cognitiva dos animais apos a inducdo a inflamacéo sistémica grave.
Observamos que 30 dias ap6s a inducao a inflamacgéo sistémica grave os animais
submetidos a sepse registraram uma consolidacdo no aprendizado no teste de
reconhecimento de objetos. Corroborando com nossos resultados, um estudo
mostrou que nesse mesmo periodo pds recuperacdo, animais que foram
submetidos a inflamacgéo sistémica grave por LCP nao apresentaram disfuncéo
cognitiva de reconhecimento de novos objetos (Tuon, Comim et al. 2008). Ja
Semmler e colaboradores demonstraram que animais induzidos a sepse, atraves

do modelo de LPS, apos 14 dias ja apresentaram testes de comportamento
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alterados em campo aberto e labirinto em Y, utilizado para avaliar integridade de
areas cerebrais como cortex e hipocampo, evidenciando prejuizo cognitivo

(Semmler, Frisch et al. 2007).

Ja em 60 e 120 dias ap0Os a intervencao cirdrgica, evidenciamos que 0S
animais que sofreram a sepse ndo apresentaram diferenca no tempo de exploracéo
entre o objeto familiar e o novo, mostrando que néo tiveram uma consolidacdo do
aprendizado. Em um estudo recente, pesquisadores demostraram que apos 60 dias
da inducdo de sepse os animais ainda apresentavam funcéo cognitiva normal,
controverso ao nosso achado. Ja& em 90 dias pés LCP, foi evidenciado que os
animais ja apresentam prejuizo no reconhecimento de novos objetos (Olivieri,
Michels et al. 2018). Esse estudo corrobora com 0s nossos achados, demonstrando
gue h& perda de funcéo cognitiva progressiva nos animais apos recuperacdo da
sepse. E importante ressaltar que realizamos somente o teste de reconhecimento
de objeto em nosso estudo, e que um Unico teste comportamental ndo reflete a
capacidade cognitiva dos animais como um todo. Para obtermos um painel mais
completo em relagcéo a performance cognitiva, € necessaria a realiza¢do de outros
testes, como por exemplo teste de nado forcado, teste de labirinto em Y e, teste de

esquiva inibitoria, que ampliem e avaliem diferentes funcdes cerebrais.

O aumento da permeabilidade da BSC promovido pela resposta inflamatoria
severa observado na fase aguda da sepse vém sendo implicado na fisiopatologia
da EAS (Gofton and Young 2012). Estudos na fase aguda, em ratos, apds 1 h de
inducdo a sepse por infusdo bacteriana, demonstram um aumento da

b

permeabilidade da BSC devido a ativacdo e disfuncdo das células endoteliais,
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astrgcitos e das células microgliais que a compdem (du Moulin, Paterson et al. 1985,
Obermeier, Daneman et al. 2013). Com base nesses dados, analisamos se a
permeabilidade aumentada da BSC persiste por um longo periodo apos a indugéo
a sepse. Nossos achados revelam que 30 dias apés a inducéo cirdrgica a sepse ha
um aumento significativo nos niveis de albumina no LCR dos animais sépticos que
persiste pelo menos por 120 dias ap0s a sua recuperagdo, ou seja, ainda ha dano
a BSC em animais LCP. Avaliamos também, em LCR, um aumento de celularidade
nos animais LCP, ocorrendo, provavelmente pela ativacdo de células imunes, que
liberam mediadores inflamatérios, e esses, através da circulagcdo sanguinea
chegam ao SNC contribuindo para uma disfuncdo neuronal, ativacdo de células
gliais e consequente aumento da permeabilidade e rupturas na BSC, podendo
causar neuroinflamagéo (Nwafor, Brichacek et al. 2019). Corroborando, um estudo
demonstrou em paciente 90 dias apos choque séptico uma persistente disfuncao da
BSC (Piazza, Cotena et al. 2009). Um dano persistente na BSC pode acarretar em
um contato continuo entre a periferia e 0 SNC, ocorrendo, por exemplo, infiltracao
de células como hemacias, macréfagos e leucécitos, que podem levar a aceleragéo

do surgimento de doencas neurodegenerativas (Sweeney, Sagare et al. 2018).

Alteracdes a nivel metabdlico, principalmente nas fases iniciais da sepse, ja
tem sido demonstrada. Estudos recentes jA demonstraram uma diminuicdo na
captacdo de glicose cerebral em 12 h ap0s indugéo a sepse por meio de LPS em
camundongos e 24 h apés a inducgédo por LCP em ratos, ambos utilizando [*®F] FDG-
PET (Catarina, Luft et al. 2018, Bellaver, Rocha et al. 2019). Sabe-se também que

o hipometabolismo de [*¥F] FDG é, atualmente, considerado um importante
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marcador de disfuncao sindptica, sendo associado a déficit cognitivo na doenca de
Alzheimer (Gardener, Sohrabi et al. 2016, Weise, Chen et al. 2018). Aqui,
demonstramos um hipometabolismo de [*8F] FDG in vivo nos animais, iniciando 30
dias ap0ls a inducgdo cirdrgica a sepse e persistindo, em niveis similares, por pelo
menos 120 dias apds a recuperacdo de um episodio inflamatério sistémico. Além
disso, observamos um hipometabolismo em regiées como cortex, hipocampo e
estriado. Corroborando, danos ao cortex e hipocampo estdo associados ao prejuizo
a longo prazo da capacidade de aprendizagem, e memoria reduzida em modelos
animais de sepse (Comim, Constantino et al. 2011). Também j& se sabe que o
hipocampo é uma das regides cerebrais mais vulneraveis a danos inflamatdérios e

isquémicos, como a sepse (Zhang, Wang et al. 2017).

Nosso grupo recentemente demonstrou um link entre o sinal de [*¥F] FDG-
PET e a captacgdo de glutamato astrocitaria, sugerindo que a captacao de ['®F] FDG
reflete, pelo menos em parte, o metabolismo de glicose astrocitario (Zimmer, Parent
et al. 2017). Nesse sentido, ja se sabe que o0s astrdcitos participam diretamente da
regulacdo do metabolismo energético cerebral. Os astrocitos promovem ligacéo
entre o fluxo sanguineo endotelial e os neurdnios, exercendo contribuicdes
importantes para a formacédo da BSC, que seletivamente, encaminha eletrélitos e
nutrientes ao SNC, como por exemplo, a glicose, o combustivel energético
preferencial do cérebro. A glicose é captada e metabolizada pelos astrdcitos e
distribuida a outras células, como, por exemplo, os neurbnios, para gque possam

desempenhar suas fungdes (Souza, Almeida et al. 2019). Nesse sentido, Pellerin e

Magistretti propuseram um acoplamento entre o consumo de glicose astrocitico e a
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geracdo de energia para suprimento da atividade neuronal, através da conversédo
da glicose a lactato que seria transportado aos neurénios (Pellerin and Magistretti
1994). Esse acoplamento parece fundamental para a potencializacédo de longo
prazo e aquisicdo de memoria, reforcando a importancia do metabolismo de glicose

astroglial para a manutencéo das funcdes cerebrais (Suzuki, Stern et al. 2011) .

Por essa razdo, avaliamos a captacao de glutamato em fatias hipocampais e
corticais dos animais sobreviventes a sepse. Sabe-se que a EAS afeta as células
cerebrais, ocorrendo ativacédo tanto de astrécitos como da microglia (Gotts and
Matthay 2016). A microglia ativada pode liberar grandes quantidades de glutamato,
contribuindo para o processo excitatorio na EAS (Mazeraud, Pascal et al. 2016).
Diversos estudos tém demonstrado que altos niveis de glutamato extracelular
podem levar a hiperexcitabilidade neuronal e excitotoxicidade. Essas alteracfes tém
estado envolvidas em diversas condi¢des patoldgicas, como no quadro de EAS e
em doencas neurodegenerativas (Korcok, Wu et al. 2002, Michels, Steckert et al.
2015, Campbell, Mufioz-Ballester et al. 2020). Um estudo do nosso grupo
demonstrou que 24 h apés sepse ha uma diminuicdo na captacado de glutamato na
regido hipocampal, porém nosso estudo demonstra que essa alteracao
glutamatérgica ndo é persistente (Bellaver, Rocha et al. 2019). Além disso,
determinamos os niveis de glutamato no LCR e ndo observamos acumulo desse

aminoéacido 30 dias po6s LCP.

Sabendo que a captacdo de glutamato extracelular é realizada
principalmente por transportadores localizados exclusivamente em astrdcitos,

determinamos a expressao de GLT-1 em cértex e hipocampo. GLT-1, além de ser

50



o transportador mais abundante no cérebro, é o responsavel por mais de 90% da
captacao desse neurotransmissor (Pavic¢, Holmes et al. 2019). Estudo realizado em
animais 24 h apés serem submetidos a LCP néo identificou altera¢des na densidade
de GLT-1 (Bellaver, Rocha et al. 2019). Aqui, evidenciamos 30 dias apos a LCP
uma diminuicdo de cerca de 66% no imunocontetdo de GLT-1 em hipocampo. Ja
120 dias ap6s a inducao a sepse evidenciamos um aumento de aproximadamente
33% na expressao de GLT-1 em cortex. Apesar dessas alteracdes nos niveis de
GLT-1 terem sido observadas nas diferentes regides cerebrais, sua atividade se
manteve inalterada, tanto em 30 quanto em 120 dias, ap0s a recuperacao da sepse.
Um estudo de isquemia avaliou a expressao de GLT-1, e observou uma diminuigéo
na expressao dessa proteina na regido hipocampal 6 h ap6s o insulto, sugerindo
gue essa diminuicdo gerou neurotoxicidade induzida por glutamato (Yeh, Hwang et
al. 2005). Ndo ha outros estudos disponiveis na literatura que analisaram a
expressdo de GLT-1 em modelos animais de inflamacéao sistémica grave a longo

prazo.

O conjunto de alteracdes astrocitarias que ocorrem apos algum tipo de injaria
ou ameaca é um processo denominado reatividade astrocitaria. Diversos estudos
demonstram a ativacdo dos astrocitos durante um processo inflamatério (Pekny and
Nilsson 2005, Kaur, Sharma et al. 2019). Um estudo recente feito pelo nosso grupo
demonstrou que astrécitos hipocampais de animais que sofreram um insulto
inflamato6rio severo e agudo apresentaram niveis aumentados de GFAP,
demonstrando o fenétipo reativo dessas células (Bellaver, Rocha et al. 2019). Outro

trabalho recente utilizando animais induzidos a sepse por LCP demonstrou que 10
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dias apds a inducdo a sepse tanto hipocampo quanto cértex apresentaram um
aumento dos niveis GFAP (Cataldo, Santos-Junior et al. 2020). De maneira oposta,
nés observamos que apos 30 dias de LCP h& uma reducéo de cerca de 55% no
imunocontetdo de GFAP em cortex dos animais. Nos demais periodos analisados,
observamos que a expressao de GFAP né&o apresenta diferenca entre 0s grupos
experimentais. Em hipocampo, observamos uma diminuicdo dos niveis de GFAP
somente em 60 dias apos a inducdo a sepse. Diferente dos nossos achados, um
estudo recente identificou um aumento na expressao de GFAP em hipocampo e
cortex pré-frontal 30 dias ap6s a inducdo a inflamacao sistémica grave por LCP
(Gasparotto, Girardi et al. 2018). Verkhratsky e colaboradores realizaram um estudo
em modelo animal de doenca de Alzheimer onde demonstraram, em cortex e
hipocampo, diminuicao geral da expressao de GFAP nos estagio iniciais da doenca,
sugerindo que, esses achados sejam devido ao processo de atrofia astrocitaria

(Verkhratsky, Rodrigues et al. 2019).

Outra alteracdo astrocitaria que observamos foi em relacdo ao
imunoconteldo da enzima Mao-B. Sabe-se que a Mao-B é predominantemente
expressa em astrocitos hipocampais, e evidéncias in vivo sugerem que a sua
expressdo aumente durante o estagio inicial da reatividade astrocitaria (Carter,
Herholz et al. 2019). Nossos achados evidenciam uma diminuicdo do
imunocontetdo de Mao-B em hipocampo em 60 e 120 dias apés a inducdo a
inflamacgéo sistémica grave. Em cortex evidenciamos imunoconteido de Mao-B
diminuido somente em 60 dias apds a LCP. Diferente dos nosso achados, estudos

de imagem por PET utilizando o radiotracador *'C-deuterio-L-deprenil ([**C] DED),
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que se liga a enzima Mao-B, demonstrou um aumento da captacéo de [*'C] DED in
Vivo nos estagios iniciais da neurodegeneracdo e progressdo de doencas
neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer (Olsen, Aguilar et al. 2018).
Sabe-se que a Mao-B apresenta em sua estrutura diferentes sitios de liga¢cdo, com
isso podemos hipotetizar que o [*'C] DED se ligue a um sitio de ligacéo diferente do
gue o anticorpo utilizado na determinacéo da expressédo de Mao-B no nosso estudo
€@ capaz de detectar. Além disso, a Mao-B tem sua distribuicdo cerebral
heterogénea, andlises voxel-a-voxel como a de [''C] DED-PET sdo capazes de
detectar flutuacdes em sub-regibes especificas do cérebro, enquanto em nosso
estudo utilizamos uma estrutura cerebral inteira (cértex ou hipocampo) para avaliar
a expressdo de Mao-B, e isso pode ter mascarado um possivel aumento da
expressdo em clusters especificos. Além disso, outras regiées como talamo e
estriado, que sao ricas em Mao-B, ndo foram avaliadas no nosso estudo (Tong,

Meyer et al. 2013).

Essas alteracbes em proteinas astrocitarias podem sugerir que apos a
recuperacdo de um episédio de inflamacao sistémica grave essas células podem
estar assumindo sua forma atréfica ou entrando no processo de degeneracédo. Ainda
ha poucas informacbGes disponiveis sobre mudancas morfolégicas que
acompanham os processos degenerativos dos astrocitos. Porém, estudos ja tém
evidenciado que a atrofia dos astrécitos possa estar relacionada com o processo
neurodegenerativo. Estudos de envelhecimento tém demonstrado que a perda de
GLT-1 em tecido humano pode ser um reflexo do processo de atrofia astrocitaria

(L6pez-Otin, Blasco et al. 2013). A atrofia dos astrécitos pode refletir a perda de
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funcdo, além de também ter sido associada a uma disfuncdo na BSC (Tomimoto,
Akiguchi et al. 1996). Estudos ja demonstram que o dano a BSC acarreta em
acumulo de material neurotoxico, proveniente da periferia, e em reducdo do fluxo
sanguineo podendo ativar os astrocitos, ou seja, torna-los reativos (Nelson,
Sweeney et al. 2016, Sweeney, Sagare et al. 2018). Além disso, outro estudo
demonstrou, em camundongos transgénicos com doenca de Alzheimer, atrofia
morfolégica dos astricitos através da reducdo de expressdo de GFAP, além da
diminuicdo do volume e niimero dos processos celulares (Olabarria, Noristani et al.

2010).
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CONCLUSAO

Os resultados obtidos nessa dissertagdo mostram que animais sobreviventes
a inflamacé&o sistémica grave, induzida através do modelo de LCP, apresentaram
prejuizo na memoria declarativa a longo prazo. Além disso, foi observado que o
dano a BSC promovido pela sepse persiste mesmo ap0s sua resolucdo. O estudo
nesse modelo também demonstrou um hipometabolismo de glicose cerebral, a
longo prazo, porém nédo evidenciou alteracbes persistentes no metabolismo
glutamatérgico apos LCP. E, por fim, foi observado que animais que sobrevivem a
inflamacdo sistémica grave apresentam alteracbes persistentes em proteinas
astrocitarias, sugerindo que apoés a recuperacao da inflamacao grave, essas células
podem estar assumindo sua forma atrofica e/ou entrando no processo de
degeneracdo. Com esses resultados, evidenciamos que um episodio de inflamacgéo
sistémica grave impacta, de forma duradoura, na funcionalidade cerebral e essa
compreensao € importante para potenciais intervencées a fim de evitar

consequéncias a longo prazo, como as analisadas nesse trabalho.
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PERSPECTIVAS

Apés a identificacdo inicial das alteracBes cerebrais persistentes que
ocorrem apés a inducdo de um episddio de inflamacao sistémica severa, temos
como perspectivas: (a) ampliar as medidas de funcdo cognitiva dos animais
sobreviventes a sepse através de outros testes como nado for¢ado, teste de labirinto
em Y, (b) ampliar o painel de proteinas astrocitarias avaliadas, a fim de melhor
identificar o fendtipo astrocitario adquirido (vimentina, GLAST), (c) imunofenotipar
as células presentes no LCR dos animais LCP e (d) realizar intervencdes que in vivo

possam prevenir os efeitos deletérios a longo prazo observados.
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