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RESUMO

Sepse é definida como a sindrome da resposta inflamatoria sistémica em
resposta a uma infeccdo, podendo estar envolvida como fator de risco
para o desenvolvimento de transtornos psiquiatricos. No entanto, ainda
ndo estd bem esclarecido seu mecanismo fisiopatoldgico e
comportamental. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar animais
sépticos submetidos a modelos de transtornos psiquiatricos, como
esquizofrenia, depressdo e mania, também foram avaliados os niveis de
neurotrofinas, dano oxidativo em lipideos e carbonilacdo de proteinas
em estruturas cerebrais. Também foram avaliados os parametros
comportamentais tais como a atividade locomotora a interacdo social, 0s
movimentos estereotipados, a memdria aversiva e a anedonia. Neste
estudo foram utilizados ratos Wistar machos adultos. Os animais foram
submetidos ao modelo de sepse, através da ligacdo e perfuracéo cecal
(CLP), em modelo animal de esquizofrenia, atraves da administracdo de
cetamina intraperitoneal (i.p) em diferentes doses ( 5; 15; 25mg/kg). No
modelo animal de mania, através do protocolo de estresse cronico
variado (ECV), ja no modelo animal de mania 0 mesmo foi realizado
através da administracdo de m-AMPH (i.p.) em diferentes doses (0,25;
0,5; 1mg/kg). Nesse estudo verificou-se que os animais submetidos ao
modelo animal de sepse, com a administracdo de cetamina na dose
25mg/kg, apresentaram aumento na atividade locomotora e aumento no
tempo de laténcia ao primeiro contato no teste de interacdo social. Na
dose de 15mg/kg de cetamina os animais apresentaram aumento nos
movimentos estereotipados. Quanto a memoria aversiva, 0S animais
administrados com cetamina aprenderam, porém menos, em relacdo ao
grupo controle. Os animais sépticos submetidos ao ECV ndo mostraram
comportamento aneddnico. Os animais do grupo CLP quando
submetidos ao protocolo de ECV ndo apresentaram diminuicdo dos
niveis de BDNF, NGF e GDNF em hipocampo. Somente em
hipocampo, o ECV diminuiu o dano a proteinas no grupo CLP.
Enquanto que os animais submetidos a sepse, ndo responderam na dose
efetiva de 1mg/kg que induz hiperlocomocdo nos animais controles.
Observou-se que a dose de 0,25 mg/kg de m-AMPH elevou os niveis de
NFG no hipocampo no grupo sham e no grupo CLP. Além disso, a dose
de 0,5 mg/kg de m-AMPH no grupo CLP apresentou aumento dos
niveis de NGF em hipocampo. A dose de 0,25 e 0,5 mg/kg de m-AMPH
apresentou um aumento dos niveis proteicos de GDNF quando






comparados ao grupo CLP que recebeu salina. A dose de 1mg/kg de m-
AMPH ndo aumentou o dano a lipideos e proteinas nas estruturas
avaliadas. As doses de 0,25 e 1 mg/kg de m-AMPH diminuiram o dano
a proteinas em estriado. Concluiu-se entdo, que nesses modelos animais
de transtornos psiquiatricos, a sepse, pré dispde no modelo animal de
esquizofrenia somente a alteracbes comportamentais, enquanto que no
transtorno depressivo e na mania isso ndo ocorreu. Porém em algumas
analises bioquimicas, como nos niveis de neurotrofinas sugere-se que a
sepse predispde a estes transtornos.

Palavras chave:  Sepse;  esquizofrenia;  depressdo;  mania;
comportamento; neurotrofinas.






ABSTRACT

Sepsis is defined as a systemic inflammatory response syndrome in
response to an infection and may be involved as a risk factor for the
development of psychiatric disorders. However, it is not yet well
understood its pathophysiological and behavioral mechanism.
Therefore, this study aimed to evaluate septic animals in the models of
psychiatric disorders such as schizophrenia, depression and mania,
assessing the neurotrophin levels, oxidative damage in lipids and protein
carbonylation in brain structures and behavior as locomotor activity,
social interaction , stereotyped movements, and anhedonia aversive
memory. In this study adult male Wistar rats were used. The animals
were submitted to the model of sepsis by cecal ligation and puncture
(CLP), the animal model of schizophrenia by administration of ketamine
intraperitoneally (ip) at different doses (5, 15, 25mg / kg) to the animal
model mania, varied by chronic stress protocol (ECV) and the animal
model of mania by administration of m-AMPH (ip) at several dose
levels (0.25, 0.5, 1 mg / kg). In this study it was found that animals in
the animal model of sepsis and administered ketamine at a dose 25 mg /
kg showed an increase in locomotor activity and increased latency to
first contact in the social interaction test. With the dose of 15 mg / kg
ketamine animals showed an increase in stereotyped movements. As for
the aversive memory, the animals administered ketamine learned, but
less than in the control group. Septic animals submitted to ECV showed
no anedonico behavior. The CLP animals when subjected to ECV
protocol does not show decreased levels of BDNF, NGF and GDNF in
hippocampus. Only in the hippocampus, the ECV decreased the damage
to proteins in the CLP group. While the animals subjected to sepsis are
not responding to effective dose of 1 mg / kg which induces
hyperlocomotion in control animals. It was observed that the dose of
0.25 mg / kg of AMPH-m elevated NGF levels in the hippocampus in
sham and CLP. Furthermore, the dose of 0.5 mg / kg of AMPH-m CLP
group showed an increase in NGF levels in hippocampus. The dose of
0.25 and 0.5 mg / kg of AMPH-m showed an increase in GDNF protein
levels when compared to the group receiving saline PLC. The dose of 1
mg / kg of AMPH-m did not increase the damage to lipids and proteins
in the evaluated structure. Doses of 0.25 and 1 mg / kg of AMPH-m
damage decreased in the striatum proteins. It was therefore concluded
that these animal models of psychiatric disorders, sepsis predisposes the
animal model of schizophrenia behaviorally, while depressive disorders






and mania did not occur, though in some chemistries, such as
neurotrophin levels, we suggest that sepsis predisposes to these
disorders.

Keywords: Sepsis; schizhophrenia; depression, mania; behavior;
neurotrophins.
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1 INTRODUCAO
1.1 SEPSE: DEFINICAO E ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

A sepse é definida como a sindrome da resposta inflamatéria
sistémica em resposta a uma infeccdo. Essa defini¢do se deu em 1991 na
Conferéncia de Consenso, a fim de estabelecer uma terminologia, tanto
para a sepse, como para a bacteremia, para a Sindrome de Resposta
Inflamatdria Sistémica (SIRS), para a sepse grave, para o choque séptico
e para a sindrome da disfuncdo de maltiplos érgaos (Bone et al., 1997).

Em 2001 foi idealizado um novo conceito para a sepse, porém
pela inexisténcia de evidéncias para apoiar a mudanca para esta nova
definicdo, a proposta ndo obteve sucesso (Levy et al., 2003).

Uma definicdo mais atualizada foi publicada no consenso
Surviving Sepsis Campaign (2012) descrevendo sepse como a presenca
(suspeita ou documentada) de infeccdo juntamente com manifestagdes
clinicas de inflamagcéo (Sagy et al., 2013).

Esses esclarecimentos tornaram-se fundamentais para identificar
diferentes etapas da sepse. A bacteremia é a presenca de bactéria no
sangue; SIRS é a resposta sistémica, manifestando-se com dois ou mais
desses sintomas: taquicardia, taquipnéia, hiperventilacdo, leucocitose ou
leucopenia, hipertemia ou hipotermia, esta podendo ser de origem
etiolégica infecciosa ou ndo, tais como a pancreatite, as queimaduras e
traumas cirlrgicos. Ja a sepse grave esta associada a disfuncéo organica,
hipoperfusdo, hipotensdo e alteracdo aguda do estado mental. O choque
séptico é a associacdo da sepse com a perda de fluido, ja a disfuncéo de
multiplos 6rgdos estabelece-se quando o organismo ndo consegue
manter a homeostase sem intervencdo (Bone et al., 1997; Vincent,
1997).

A identificacdo e o tratamento devem ser precoces, ja que essa
sindrome é clinicamente grave, sendo sua prevaléncia de um a cada
1000 pessoas (Vincent et al., 2000; Widmann e Heneka, 2014).

A sepse constitui a causa mais comum de mortalidade em
Unidades de Terapia Intensivas (UTI) ndo coronérias chegando a taxas
de 50-60%, apesar do uso de terapias de reanimagédo e de medicamentos
modernos (Angus et al., 2001; Hotchkiss et al., 2003; Warren).
Aproximadamente 25% dos pacientes criticos que necessitam admissdo
em UTIs apresentam-se com sepse (Brun-Buisson, 2014; Salvo et al.,
1995). Interessantemente essa patologia ndo ocorre somente em paises
subdesenvolvidos, mas também em paises desenvolvidos, ja que a
incidéncia nesse Ultimo é de 6 a 30% dos pacientes internados,
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correspondendo a 2% de todas as internagdes (Jawad et al., 2012). No
Brasil, os gastos com pacientes em UTIs representam aproximadamente
30 a 35% dos gastos globais com a area da saude (Silva et al., 2004).

O numero de incidéncia cresce continuamente devido ao aumento
da expectativa de vida e também ao aumento de pessoas com doencas
cronicas (Holub, 2007).

Um estudo realizado por (Semmler et al., 2013) apds seis e até 24
meses da internacdo, sendo 25 pacientes sépticos e 19 pacientes ndo
sépticos sobreviventes de duas UTIs de um hospital universitario,
demonstrou que os pacientes sépticos apresentaram déficits cognitivos e
reducdo significativa do volume do hipocampo esquerdo em
comparacgao com os pacientes controles saudaveis.

Um dos componentes principais que envolvem a fisiopatologia da
sepse ¢é a exacerbada ativagdo da resposta imune inata. O papel central
do sistema imune inato é documentado pelo aumento dos fatores pro-
inflamatdrios apds a infecgdo (Mastronardi et al., 2005; Williams et al.,
2000; Wong et al., 1996).

Algumas horas ap0s o inicio da sepse ha consequente aumento de
citocinas pro-inflamatérias tais como interleucina (IL) 1B e fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) e de citocinas antiinflamat6rias como IL-
10 para o sistema nervoso central (SNC) (Comim et al., 2011; Takala et
al., 2002).

A Encefalopatia Séptica ou encefalopatia associada a sepse pode
ocorrer entre 8 a 70% dos pacientes sépticos (Sprung et al., 1990;
Young et al., 1990), sendo associada a um largo espectro de danos e
disfunces cerebrais. H4 um aumento da mortalidade, e os sobreviventes
a longo prazo apresentam disfungdes cognitivas, como o prejuizo da
meméria e o da atencdo (Lamar et al., 2011; Papadopoulos et al., 2000).

A sepse por alterar a permeabilidade da barreira hemato
encefalica (BHE), podendo deixar o cérebro mais susceptivel as doencas
neurodegenerativas e aumentar o risco de desenvolver deméncia ao
longo da vida, autores defendem que as consequéncias da encefalopatia
associada a sepse sdo reversiveis, porém estudos mais recentes
defendem o contrario, pelo qual as disfuncdes neurocognitivas tornam-
se irreversiveis (Widmann e Heneka, 2014).

Neste processo, a disfuncdo da BHE parece ter efeito central, uma
vez que permite a passagem para 0 SNC de endotoxinas parecendo
influenciar diversos aspectos do metabolismo cerebral (Sharshar et al.,
2003), como a alteragdo na funcdo de células endoteliais, dos astrocitos,
dos neurbnios e ainda provocar uma alteracdo severa nos fluxos
diferenciais de numerosas substancias entre o plasma e o liquido
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cefalorraquidiano (Papadopoulos et al., 2000). Adicionalmente, uma vez
que a inflamacg&o persiste (principalmente pelo aumento de IL-1pB), ha
um aumento na excitotoxicidade por glutamato, dano oxidativo e
alteragBes importantes no metabolismo energético, agravando a
encefalopatia séptica e contribuindo para a disfungédo e a degeneracédo
neuronal (Comim et al., 2010; Streck et al., 2008). Culminado em
alteragdes cognitivas e no comprometimento da qualidade de vida dos
pacientes (Iwashyna et al., 2010; Tuon et al., 2008), e de seus familiares,
gue acabam adicionando uma carga para seu cotidiano, juntamente com
os profissionais de salde que o acompanham (Hurley, 2012).

A disfuncdo cerebral se da principalmente pela resposta sistémica
a infeccéo, e ndo por uma infeccdo especifica e direta no cérebro, sendo
o envolvimento do cérebro um resultado da progressdo da sepse
(Widmann e Heneka, 2014).

Os sinais e sintomas da sepse por nao serem especificos e a sua
natureza altamente varidvel tornam dificil o diagndstico e a avaliacdo de
sua gravidade (Lever e Mackenzie, 2007).

As causas das infeccbes sdo diversas, entre elas estdo a
pielonefrite, a embolia pulmonar séptica, as pneumonias graves, as
Ulceras de decubito infectadas, as infec¢Bes intravenosas e as infecgdes
intra-abdominal e pélvica (Cunha, 1998). Estas infeccGes podem ser
causadas por micro organismos tais como: bactérias gram-negativas e
gram-positivas, fungos e virus, sendo que as bactérias gram-positivas e
as gram-negativas sdo consideradas as responsaveis pela maioria dos
casos (Vincent, 2000)

Contudo, as causas das consequéncias, apds a sepse, apesar de
serem muitas, ainda ndo estdo esclarecidas (Widmann e Heneka, 2014).

1.1.1Fisiopatologia da Sepse

A sepse é uma doenca grave com implicagdes clinicas severas,
sendo definida como uma reacdo do hospedeiro a infeccédo
caracterizando uma resposta inflamatéria sistémica (Vandijck et al.,
2006). E uma sindrome complexa caracterizada por um desequilibrio
entre a resposta pro-inflamatéria e anti-inflamatéria ao patdgeno
(Hotchkiss et al., 2003).

A fisiopatologia da sepse esta parcialmente esclarecida; como
um processo dindmico, que envolve 0s componentes do sistema imune
(Vincent et al., 2013). Muitos metabolitos tém sido propostos para o
desencadeamento da sepse, incluindo produtos liberados a partir de
bactérias, assim como produtos de células lesionadas (Dal-Pizzol et al.,
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2014). O receptor tipo Toll (TLR) e a sua sinalizacéo tem sido sugerida
como uma via fundamental na fisiopatologia da sepse, levando a
producdo de mediadores inflamatérios (Tsung et al., 2007). A ativacdo
desta via depende da interacdo entre TLR e seus ligantes, que incluem
os derivados de bactérias e produtos derivados do hospedeiro, tais como,
componentes da matriz extracelular, da oxidacdo de lipideos e de
proteinas (Song et al., 2012).

Em resposta ao patégeno durante sua adesdo a superficie epitelial,
0 hospedeiro inicia mecanismos especificos de defesa a fim de evitar a
invasdo microbiana (Hirst et al., 2004). Como ja dito acima, 0s
microrganismos conseguem se ligar a superficie de uma célula, através
dos receptores TLR. Receptores Toll do tipo 2 (TLR-2) reagem com a
parede celular de bactérias Gram-positiva, dos peptidoglicanos e do
acido lipoteicoico, enquanto receptores Toll tipo 4 (TLR-4) reagem com
a forma lipopolissacaridea (LPS) e endotoxinas de bactérias Gram-
negativas. Fragmentos celulares tais como LPS e o &cido
desoxirribonucleico (DNA) bacteriano, podem induzir uma resposta
imune e sdo conhecidos como padrdes moleculares associados a
patégenos (PAMPs), componentes do micro organismo invasor. Estes
padrdes sdo reconhecidos pelos receptores de reconhecimento de
padrdes celulares (PRRs). Ocorrendo nessa fase de reconhecimento
celular, vérias cascatas intracelulares permitem a ativacdo de
macréfagos, que quando ativados estimulam a produgdo de mediadores
pro-inflamatérios como o TNF-a, a IL-1, e a IL-6,citocinas que estdo
envolvidas na fisiopatologia da sepse. A IL-6 pode estar muito
envolvida na gravidade da sepse, assim como indicadora da ativagdo da
resposta imune inata (Vincent et al., 2013). Em pacientes sobreviventes
a sepse, e/ou internados em UTI por um periodo verificou-se um
aumento de IL-6 e hipotrofia hipocampal (Wiersinga et al., 2014). A
liberacdo de citocinas promove a ativagdo e a adesdo de leucdcitos, a
liberacdo de vasodilatadores pelo excesso da producédo de éxido nitrico
(NO), e a um consequente aumento dos danos celulares observados na
sepse (Sagy et al., 2013; Wiersinga et al., 2014).

1.2 TRANSTORNOS PSIQUIATRICOS

A Associacdo Americana de Psiquiatria (APA) em 1953
publicou a primeira edigdo do Manual Diagnoéstico e Estatistico de
Transtornos Mentais (DSM-I), e em todas as novas publicacGes foram
realizadas novas modificacBes, a Ultima ocorreu em 2013. Foram anos
de estudos de diversos profissionais com o intuito de melhorar o
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diagnostico na clinica, quanto demarcar sua aplicacdo na pesquisa
(Araljo e Neto, 2014).

Estudar sobre transtornos psiquiatricos se faz de suma
importancia, uma vez que segundo a OMS (2012), o Brasil possui uma
taxa de suicidio de 7,3 para os homens por 100.000 habitantes sendo que
no sexo feminino essa taxa é de 1,9 por 100.000 habitantes. Enquanto
gue os transtornos neuropsiquiatricos sdo estimados em contribuirem
com 20,3% da carga global dessas doengas, segundo (Hatou, 2014).
Pessoas diagnosticadas com transtornos psiquiatricos graves diminuem
suas expectativas de vida em média de 10 a 15 anos, além disso esse
nimero estd associado a doencas cronicas, tais como doencas
cardiovasculares, hipertensdo, diabetes, doengas infecciosas (OMS,
2014).

O Departamento de Satde Mental e Abuso de Substancias em
2011 fez uma avaliagdo e encontrou uma taxa de 88.92 por 100.000
habitantes, sendo 35% de mulheres, sendo que 5% eram acima de 18
anos, admitidos em hospitais psiquiatricos, mostrando a admissdo de
pacientes nesses hospitais. E também o tempo de internacdo, menos de
um ano, entre um ano e cinco anos e mais de cinco anos, sendo 69%,
21% e 11% respectivamente (Hatou, 2014).

1.2.1 Esquizofrenia

A esquizofrenia é um transtorno psiquiatrico crénico e grave
causado por profundo prejuizo emocional, comportamental e nas
fungdes mentais (Pickard, 2011; Schultz et al., 2007).

Segundo Organizacdo Mundial de Salde (OMS, 2014) este
transtorno psiquiatrico afeta 21 milhdes de pessoas em todo mundo,
sendo a maioria homens, 12 milhdes e mulheres 9 milhdes. Estima-se
gue pessoas com esse tipo de transtorno possuam o risco aumentado em
2 a 2,5 de ir a 6bito mais cedo do que a populacdo geral, uma vez que
seus habitos de vida se tornam mais complicados em comparacdo a
pessoas que ndo possuem esquizofrenia.

No Brasil, estudos mostram que pacientes com esquizofrenia
ocupam cerca de 30% dos leitos hospitalares e, portanto, correspondem
ao segundo motivo mais frequente de consultas psiquiatricas
ambulatoriais (APA, 1994). Os sintomas da esquizofrenia tipicamente
surgem durante o final da adolescéncia e o inicio da vida adulta e podem
variar de acordo com a susceptibilidade do individuo. Desta forma, a
doenca pode evoluir de forma progressiva para a cronicidade, ou pode
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exacerbar-se durante o seu curso (Graeff et al., 1986).

Sabe-se que hd uma grande contribuicdo genética para o
desencadeamento da doenca, porém quando este fator ocorre junto a
outros, tais como: nascimento no inverno, idade maternal avancada,
infeccdo pré-natal, complicacdes obstétricas entre outros, o risco para
desenvolver esquizofrenia pode ser ampliado (McGrath et al., 2009;
Meyer e Feldon, 2010; Schultz et al., 2007). Muitos farmacos estéo
disponiveis para o tratamento deste transtorno. Este arsenal terapéutico
surgiu no século passado, com os farmacos de primeira geracdo, com
guais 0s pacientes apresentavam muitos efeitos colaterais e, portanto,
baixa adesdo ao tratamento (Kane e Correll, 2010; Tajima et al., 2009).

Posteriormente, com a introducdo de antipsicéticos de segunda
geracdo, gerou-se enorme expectativa de uma maior adesdo ao
tratamento por parte dos pacientes. Contudo, estudos epidemiolégicos
mostraram que a ndo aderéncia ao tratamento continuou ndo muito
diferente da ades&o ao tratamento com os farmacos da primeira geracdo
(Gilmer et al., 2004; Valenstein et al., 2004).

A fisiopatologia completa do transtorno é desconhecida, porém,
ndo ha duvidas da existéncia de alteragBes anatdbmicas e bioquimicas
cerebrais em sua génese (Keshavan et al., 2011). As hipoteses classicas
postulam que a esquizofrenia seria 0 resultado de uma alteracdo na
funcdo de um ou mais sistemas de neurotransmissores. Os sistemas
implicados predominantemente seriam 0s sistemas dopaminérgico,
serotoninérgico, glutamatérgico e adenosinérgico (Boison et al., 2012;
Harrison e Weinberger, 2005; Lara et al., 2006; Pickard, 2011). Porém,
estas hipdteses ndo conseguem explicar todo o complexo mecanismo
desta patologia, 0 que tem levado ao estudo de novos mecanismos
celulares que estariam envolvidos neste transtorno, tais como: disfuncéo
mitocondrial (Rezin et al., 2009), anormalidade no metabolismo
energético (Martins-de-Souza et al., 2009) e no estresse oxidativo
(Bitanihirwe e Woo, 2011).

1.2.2 Depressao

A depressdo é um dos mais prevalentes transtornos psiquiatricos
e estima-se que 121 milhdes de pessoas sejam afetadas mundialmente
(Sattler e Rothstein, 2007). Além disso, pacientes que sofrem de
depressdo severa apresentam altas taxas de morbidade e mortalidade,
com consequéncias econdmicas e sociais profundas (Nemeroff e Owens,
2002).
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A caracteristica essencial do episddio depressivo é a presenca de
humor deprimido e/ou perda de interesse ou prazer em quase todas as
atividades, durante um periodo de pelo menos duas semanas. Pode-se
experimentar alteracdo do apetite e peso, disturbio do sono, sentimento
de culpa, dificuldade de pensar, falta de energia e ideias suicidas
(Nemeroff e Owens, 2002).

O tratamento da depressdo baseia-se, principalmente, na teoria
monoaminérgica. Esta teoria postula que a depresséo é causada por uma
deficiéncia na transmissdo de monoaminas (noradrenalina, dopamina e
serotonina) no SNC. Dentre as evidéncias que apoiam esta teoria
encontra-se o fato de que diversos farmacos utilizados no tratamento da
depressdo agem aumentando a concentracdo de monoaminas na fenda
sindptica (Anderson et al., 2008).

Além do sistema monoaminérgico, outros sistemas parecem estar
envolvidos na fisiopatologia da depressdo, como o0 sistema
glutamatérgico e a via da L-argininadxido nitrico (LO) (Petrie et al.,
2000), o sistema opidide, o sistema GABAEérgico, 0s canais de potassio
(K+) (Guo et al., 2014; Tytgat et al., 1997) e os canais de calcio
(Galeotti et al., 2006). Além disso, a depressao pode ser desencadeada
por alteragBes nas vias de sinalizacdo que regulam a neuroplasticidade e
a sobrevivéncia celular (calcio calmodulina cinase Il (CaMKII), proteina
cinase C (PKC), proteina cinase A (PKA), proteina cinase ativada por
mitogeno (MAPK) / cinase regulada por sinal extracelular (ERK),
proteina ligante ao elemento responsivo ao AMPc (CREB), fator
neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), caspase 3 e 6, proteina
antiapoptotica Bcl2, glicogénio sintase cinase 3 (GSK-3) e proteina
cinase B (PKB ou Akt) (Dwivedi et al., 2003; Manji et al., 2001),
aumento no estresse oxidativo, liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias
associadas a ativagdo do sistema imune, aumento nos niveis plasmaticos
de glicocortictides e desregulacdo do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
(HPA) (Perera et al., 2007; Pittenger e Duman, 2008).

Estes estudos sugerem que o sistema monoaminérgico nao
representa a via final comum na regula¢do do humor, mas exerce uma
influéncia modulatéria. Outros sistemas que estariam regulando a
plasticidade neuronal e sindptica teriam importancia central na
neurobiologia e no tratamento desses transtornos (Sanacora et al., 2008;
Zarate e Manji, 2008). Pesquisas atuais procuram buscar um ponto em
comum entre todas essas evidéncias.
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1.2.3 Transtorno Bipolar

O Transtorno Bipolar (TB) é um transtorno mental caracterizado
por flutuagdes ciclicas ou mudancas no humor, o qual varia de
flutuagBes normais — com estados de alegria e tristeza — até mudangas
patoldgicas, como episodios de mania, hipomania, depressdo e estados
mistos (Ketter). O TB é um dos mais graves transtornos mentais, com
alto impacto na vida do paciente, da sua familia e da sociedade
(Namjoshi e Buesching, 2001; Zendjidjian et al., 2012). Segundo a
OMS, o TB ¢ a sexta maior causa de incapacitacdo e o terceiro entre os
transtornos psiquiatricos, perdendo apenas para a depressdo unipolar e
para a esquizofrenia (Murray e Lopez, 1997). O TB apresenta alta
comorbidade com outros transtornos mentais, sintomas residuais e baixa
adesdo aos medicamentos, 0 que agrava seu prognostico e eleva os
custos com o0s servicos de salde. Além disso, para um grande nimero de
pacientes a farmacoterapia existente ndo é eficaz (Zarate e Manji, 2008)

Estd bem descrito na literatura que pacientes com TB apresentam
comprometimento cognitivo (Martinez-Aran et al., 2004; Robinson e
Ferrier, 2006). Os processos cognitivos que se mostram alterados no TB
incluem a funcdo executiva, a meméria, a atencdo e a cognicdo social
(Hoertnagl et al., 2011).

Inicialmente, os estudos sobre a causa da bipolaridade estavam
voltados para as aminas biogénicas, em razdo dos efeitos dos agentes
psicofarmacoldgicos. No entanto, evidéncias recentes mostram que
disfungbes nos sistemas de sinalizagdo intracelular e de expresséo
génica podem estar associadas ao distarbio bipolar. Essas alteracfes
podem estar envolvidas com interrupgdes nos circuitos reguladores do
humor, como, por exemplo, no sistema limbico (Kapczinski et al.,
2004).

Outros estudos demonstram que o transtorno bipolar também
pode estar associada a disfuncdo das mitocéndrias no hipocampo e
anormalidades na atividade de complexos da cadeia respiratoria
mitocondrial e obtencédo de energia, podendo levar a degeneracédo celular
((Frey et al., 2006)FREY et al., 2006).

1.3 SEPSE E TRANSTORNOS PSIQUIATRICOS
Nos Ultimos anos, varios autores discutiram a participagdo das

doencas infecciosas tanto em neonatos quanto em adultos, para o risco
de desenvolvimento de transtornos psiquiatricos. Kraepelin considerou
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que “infecgdes nos anos de desenvolvimento pode ter uma casual
importancia no desenvolvimento da esquizofrenia (Wright et al., 1999).
Criangas internadas por uma infeccéo bacteriana no SNC entre as idades
de 2 e 5 anos encontram quatro vezes maior risco de hospitalizacdo mais
tarde para transtornos psiquiatricos como a depressdo e a esquizofrenia
(Weiser et al., 2010). Menninger, em 1928, em uma sobre as doencas
infecciosas e transtornos psiquiatricos, relatou que o0s casos de
meningite aguda, encefalite, febre tifdide, febre recorrente, tifo, gripe,
malaria, tuberculose, infeccBes gastrointestinais e septicemia foram
frequentemente seguidos por um episédio psiquiatrico agudo transitério.
(Rantakallio et al., 1997) num estudo comparando individuos com
infeccdo no SNC durante a infancia com um grupo controle
acompanhados até 27 anos de idade, encontrou um aumento de
esquizofrenia no grupo infecgéo.

Um estudo descreveu que fatores como transtornos psiquiatricos,
transtornos neuroldgicos e imunoldgicos podem contribuir para a sepse
aguda, porém, a longo prazo ainda permanece desconhecida (Widmann
e Heneka, 2014).

E como muitos resultados culminam em mortalidade, é
interessante estudar, se apds a sepse hd um aumento do risco para
desenvolver transtornos psiquiatricos.

Considerando a grande incidéncia da sepse e 0s danos que
provoca no sistema SNC, e que infec¢des na idade adulta podem pré-
dispor a doencas psiquiatricas, o presente estudo utilizou um modelo
animal de esquizofrenia, depressdo e de mania em ratos que tiveram
infecc@o por sepse na fase adulta.
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2. OBJETIVOS
2.1 GERAL

Avaliar se a sepse acometida na vida adulta predispfe a doencas
psiquiatricas como esquizofrenia, depressao e mania.

2.2 ESPECIFICOS

- - Avaliacdo dos niveis proteicos de BDNF e NGF, expressdo das
proteinas DARPP-32 e NCS-1 em hipocampo e cértex pré-frontal de
animais submetidos a sepse;

- Avaliac@o da atividade locomotora, estereotipia e interacdo social em
ratos Wistar expostos a sepse com 60 dias e administrados com
cetamina aos 90 dias de vida;

- Avaliacdo da anedonia em ratos Wistar expostos a sepse com 60 dias e
submetidos a um protocolo de estresse cronico e variado aos 90 dias de
vida;

- Avaliacdo da atividade locomotora em ratos Wistar expostos a sepse
com 60 dias e administrados com meta-anfetamina (m-AMPH) aos 90
dias de vida;

- Avaliacdo do nivel de peroxidacdo lipidica (TBARS) e o nivel de
carbonilagéo de proteinas no cortex pré-frontal, estriado e hipocampo de
ratos Wistar expostos a sepse com 60 dias e administrados com
cetamina aos 90 dias de vida;

- Avaliacdo do nivel de peroxidacdo lipidica (TBARS) e o nivel de
carbonilacdo de proteinas no cortex pré-frontal, amigdala, nicleo
accumbens e no hipocampo de ratos Wistar expostos a sepse com 60
dias e submetidos a um protocolo de estresse cronico variado aos 90
dias de vida;

- Avaliacdo do nivel de peroxidacdo lipidica (TBARS) e o nivel de
carbonilacdo de proteinas no cortex pré-frontal, estriado e hipocampo de
ratos Wistar expostos a sepse com 60 dias e administrados com m-
anfetamina aos 90 dias de vida;
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- Avaliacdo dos niveis proteicos de BDNF, NGF e GDNF em
hipocampo de ratos Wistar expostos a sepse com 60 dias e
administrados com cetamina com 90 dias;

- Avaliacdo dos niveis proteicos de BDNF, NGF e GDNF em
hipocampo de ratos Wistar expostos a sepse com 60 dias e submetidos a
um protocolo de estresse cronico e variado aos 90 dias de vida;

- Avaliacdo dos niveis proteicos de BDNF, NGF e GDNF em
hipocampo de ratos Wistar expostos & sepse com 60 dias e
administrados com m-AMPH aos 90 dias de vida;
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 ASPECTOS ETICOS

O estudo foi executado dentro das diretrizes do CONCEA
(Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal): Diretriz
da Préatica de Eutandsia do CONCEA e Diretriz Brasileira para o
cuidado e utilizagdo de animais para fins cientificos e didaticos. Todos
os procedimentos foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense, com 0s
nimeros de protocolos 051-2014-02, 070-2014-02, 041/2013-2,
91/2011, 47/2009.

3.2 ANIMAIS

Foram utilizados neste experimento ratos Wistar machos com
idade entre 60 e 65 dias (250-300g), provenientes do Biotério da
Universidade do Extremo Sul Catarinense. Os animais foram
acomodados em um ndmero de cinco animais por caixa com
temperatura e umidade controladas, aproximadamente 27°C, com
variagdo de £1°, com comida e bebida a vontade.

3.3 DESENHHO EXPERIMENTAL

Este estudo foi dividido em partes. No primeiro momento foram
avaliados os niveis proteicos de DARP-32, NCS-1, BDNF e NGF, apds
12; 24; 48h da sepse (protocolo I). Em outro momento foi avaliado a
sepse apds 30 dias, e sua pré-disposicdo a mimetizar transtornos nos
modelos animais de esquizofrenia (protocolo Il), depressdo (protocolo
111) e mania (protocolo 1V), conforme descritos abaixo.

3.3.1 Protocolo |

Os animais foram submetidos a sepse intraperitoneal com 60-65
dias de vida conforme técnica descrita acima. Apoés a inducao, diferentes
grupos de animais foram mortos ap6s 12, 24 e 48 horas e 0 encéfalo
dissecado para avaliacdo dos niveis proteicos de BDNF e NGF e a
expressdo das proteinas DARPP-32 e NCS-1 em hipocampo e cértex
pré-frontal. A figura 1 representa um esquema sobre os procedimentos
realizados.
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3.3.1.1 Sepse Experimental

Sepse intra-abdominal foi produzida usando-se a técnica de
ligacdol e perfuracdo cecal (CLP) conforme previamente descrito (Fink
e Heard, 1990). Brevemente, os animais foram anestesiados com
Cloridrato de Cetamina 80mg/Kg e Xilasina Intramuscular na dose de
10mg/kg (1.M), sendo submetidos a laparotomia, com incisdo mediana
no abdémen. O ceco foi ligado logo abaixo da juncéo ileo-cecal com fio
seda 3-0, mantendo assim a continuidade intestinal. O ceco foi
perfurado com uma agulha nimero 14 na sua face antimesentérica. Apés
o0 ceco foi gentilmente comprimido até a extrusdo de contetdo fecal. Os
planos cirrgicos foram fechados e os animais foram observados em
caixa de recuperacdo por 2 horas. O grupo sepse recebeu “suporte
basico” (salina em 50 mL/kg imediatamente e 12 horas apds CLP mais
Ceftriaxona em 30 mg/kg e Clindamicina em 25 mg/kg a cada 6 horas
em um total de 3 dias). O grupo controle foi submetido a laparotomia, o
ceco foi manipulado, mas ndo houve ligacdo ou perfuragcdo. O grupo
Sham recebeu somente salina, 50 mL/kg, imediatamente e 12 horas apés
a cirurgia, o volume de salina correspondeu a administracéo antibidtica
ao grupo CLP. Todo o cuidado com o manuseio dos animais foi
necessario para que ndo ocorressem viéses e alteracdes
comportamentais.

Idade adulta
| 12: 24: 48h I Tempo

| | Procedimento
1

CLP BDNF e NGF
DARPP-32 e NCS-1

Cértex pré-frontal
Hipocampo

Figura 1. Protocolo I. Inducéo de sepse ao completar 60-65 dias de vida. 12;
24; 48 h ap6s a sepse foi avaliados niveis proteicos de BDNF, NGF, DARP-32,
NCS-1.

3.3.1.2 Wester Blot

Aliquotas contendo 250 pg de proteina por amostra foram
aplicadas sobre gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), de 1,5 mm de
espessura. A eletroforese foi realizada em cuba de minigel da Bio Rad
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(Mini-Protean), com solucdo tampdo para eletroforese, previamente
diluida. O SDS-PAGE foi submetido a 25 volts, inicialmente, até a
passagem da linha demarcada pela fase de empilhamento e 120 volts até
o final do gel de resolucdo. Na sequéncia, as proteinas separadas no
SDS-PAGE, foram transferidas para a membrana de nitrocelulose,
utilizando-se o equipamento de eletrotransferéncia de minigel da Bio
Rad, e a solugcdo tampdo para transferéncia mantido em voltagem
constante de 120 volts por 2 horas, sob refrigeracdo continua por gelo.
As membranas de nitrocelulose contendo as proteinas transferidas foram
incubadas em solu¢do bloqueadora por 2 horas, a temperatura ambiente,
para diminuir a ligacdo inespecifica de proteinas. A seguir, as
membranas foram lavadas com solugdo basal por 3 sessdes de 10
minutos e incubadas com anticorpos especificos sob agitagdo constante
por uma noite a 4°C; a saber: DARPP-21 e NCS-1. Entdo, foram lavadas
novamente com solucédo basal por 3 sessGes de 10 minutos e incubadas a
seguir em solugdo com anticorpo secundario conjugado com peroxidade,
durante 2 horas a temperatura ambiente. O excesso do secundario foi
lavado com solugéo basal e entdo, as membranas foram incubadas por
dois minutos em substrato enzimético e expostas ao filme de RX (Kodak
XAR - Rochester, NY), com intensificador (Cronex Lightning Plus -
DuPont, Wilmington, DE) em cassete de revelacdo autoradiografica. A
intensidade das bandas foi determinada através da leitura das
autoradiografias reveladas por densitometria 6tica, utilizando um
scanner (HP 3400) e o programa Scion Image (Scion Corporation).

3.3.1.3 ELISA

Os niveis de BDNF e NGF no hipocampo foram medidos por
ELISA-sanduiche, de acordo com as instrugbes do fabricante
(Chemicon, EUA para BDNF e Millipore, EUA e Canad4 para NGF).
Resumidamente, o cortex pré-frontal e o hipocampo foram
homogeneizadas em solugdo tampéo fosfato com inibidor de protease
(Sigma). As placas com 96 pocos (de fundo plano) foram revestidas
durante 24h com as amostras diluidas 1: 2 em amostras diluentes e a
curva padrdo variaram de 7,8 a 500pg/mL de NGF e BNDF. As placas
foram lavadas quatro vezes com diluente da amostra e anticorpos
monoclonais anti-BDNF e anti-NGF de coelho foram acrescentados
(diluido 1:1000 em diluente de amostra) em cada poco e incubados
durante 3h a temperatura ambiente. Depois da lavagem, um conjugado
de peroxidase e anticorpo anti-coelho (diluido 1: 1000) foram
adicionados a cada poco e incubadas a temperatura ambiente durante 1h.
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apos a adicdo da enzima estreptavidina, substrato e stop solution, a
guantidade de cada neurotrofina foi determinada pela absorbéncia em
450 nm. A curva normal demonstrou uma relagdo direta entre densidade
Optica e a concentracdo. A proteina total foi medida pelo método de
Lowry (1951) que utiliza soro bovino como padréo (Lowry et al., 1951).

3.3.2 Protocolos 11,111 e IV

O protocolo | teve como objetivo verificar se a sepse predispde
ao desenvolvimento de transtornos psiquiatricos como esquizofrenia,
depressdo e mania em modelos animais, como mostrado na figura 2.
Para isso, 0s animais com 60-65 dias de vida foram submetidos a sepse
conforme descrito anteriormente e 30 dias ap6s a inducdo foram
submetidos ao modelo animal de esquizofrenia (atividade locomotora,
movimentos estereotipados, interacdo social, memoéria aversiva, dano
oxidativo e niveis proteicos de BDNF, NGF e GDNF), depressdo
(anedonia, dano oxidativo, niveis proteicos de BDNF, NGF e GDNF) e
mania (atividade locomotora, dano oxidativo niveis proteicos de BDNF,
NGF e GDNF) conforme descrito abaixo.

60 — 65 90 — 95

| 30 | 24h | Idade do animal (dias)

| | | Procedimentos

CLP Esquizofrenia Testes
Controle comportamentais

Depressao Testes bioquimicos
Mania
Figura 2. Protocolo Il, 11l e IV. Inducdo de sepse na vida adulta, ap6s

30 dias foi induzido modelo animal de esquizofrenia, depressdo ou
mania e logo apds avaliados testes comportamentais e bioquimicos.
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3.3.2.1Indugéo ao modelo animal de ezquisofrenia

A cetamina foi administrada na dose de 5, 15 e 25 mg/kg, injecdo
intraperitoneal (i.p), preparada em solucdo salina no volume de 1
mL/100g (Canever et al., 2010), para fazer uma curva de dose. A
solucdo salina foi usada no volume de 1 mL/100g. A administracdo da
dose de 25 mg/kg foi utilizada para mimetizar alguns sintomas
psicéticos, tais como a hiperlocomocéo e embotamento afetivo (Canever
et al., 2010; Hunt et al., 2006). Trinta minutos apds a aplicacdo de
cetamina ou salina, a atividade locomotora, movimentos estereotipados,
interacdo social e memdria aversiva. Para tanto se fez necessaria a
divisdo dos animais em oito grupos experimentais: sham + salina, Sham
+ cetamina 5 mg/kg, sham + cetamina 15 mg/kg, sham + cetamina 25
mg/kg, CLP + salina, CLP + CLP + cetamina 5 mg/kg, CLP + cetamina
15 mg/kg e CLP + cetamina 25 mg/kg. A figura 3 mostra um esquema
dos procedimentos realizados.

60 — 65 90-95
| 30 | 7 | Idade do animal (dias
| | | Procedimentos
CLP Inducéo de Atividade locomotora BDNF, NFG e
esquizofrenia Movimentos GDNF - hipocampo
estereotipados -
Cetamina Interagdo social TBARS e Carbonil:
5 mg/kg Memodria aversiva Cortex pré-frontal
15 mg/kg I_Estrlado
25 mg/kg Hipocampo

Figura 1. Sepse e esquizofrenia. Indugdo de sepse na vida adulta, ap6s 30 dias
foi induzido modelo animal de esquizofrenia, nas doses de 5; 15; 25 mg/kg, i.p.,
30 minutos ap6s a uUltima aplicagdo, os animais foram submetidos aos testes
comportamentais e bioquimicos.

3.3.2.1.1 Atividade locomotora

A andlise da atividade locomotora foi realizada em uma caixa
com 50 x 25 x 50 cm de dimensdo. Os animais foram submetidos
individualmente a exploracdo durante o periodo de 15 minutos, e a
atividade locomotora foi avaliada automaticamente através do uso de
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uma caixa de atividade locomotora (Insight equipamentos para
laboratério, Ribeirdo Preto, SP). Esta monitorada através da distancia
percorrida (cm) pelo animal, dividindo o tempo total de avaliagdo blocos
de 5 minutos (Canever et al., 2010; de Oliveira et al., 2009).

3.3.2.1.2 Movimentos Estereotipados

A estereotipia é definida como movimentos rapidos, repetitivos e
movimentos dianteiros (Battisti et al., 2000; Hitri et al., 1993). Este
pardmetro foi avaliado utilizando uma caixa de madeira (50 x 25 x 50
cm) dividida em 12 quadrantes com uma parte anterior feita de vidro.
Durante 15 minutos os animais foram avaliados quanto aos movimentos
considerados estereotipados.

3.3.2.1.3 Interagéo social

Os animais primeiramente foram isolados durante 6 horas antes
do experimento e depois foram submetidos, em uma caixa de acrilico
(60 x 60 x 30 cm) com um piso sélido, a interagir com outro animal, do
mesmo grupo experimental, porém de caixa diferente. Foi analisada a
laténcia para iniciar o comportamento social (seguir ou se aproximar do
parceiro, montagem sobre o parceiro, cheirar ou grooming de qualquer
parte do corpo do parceiro), o tempo total gasto envolvido no
comportamento social e 0 nimero de contatos sociais. Os ratos foram
analisados durante 15 minutos (Niesink e Van Ree, 1989; Schneider et
al., 2006).

3.3.2.1.4 Esquiva Inibitoria

Consiste em uma caixa de acrilico na qual o piso é formado por
barras paralelas de metal. Uma plataforma é colocada junto a parede
esquerda do aparelho (Quevedo et al., 1997; Roesler et al., 2003). Na
sessdo de treino, os animais foram colocados sobre a plataforma e mede-
se 0 tempo em que o animal leva para descer com as quatro patas da
plataforma (laténcia). Imediatamente apés descer da plataforma, o
animal recebeu um choque de 0,4 mA durante 2 segundos. Na sesséo de
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teste, o0 animal foi novamente colocado na plataforma e medido o tempo
em que ele leva para descer (laténcia), porém ndo foi administrado
choque. A laténcia é um parametro classico de retencdo de memoria. Os
intervalos entre o treino e o teste foram de longa duracao.

3.3.215ELISA-3.43item

3.3.2.1.6 Dano oxidativo

3.3.2.1.6.1 Medida de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico
(TBARS)

Como indicio de peroxidacéo lipidica foi medido a concentragéo
de TBARS tecidual cerebral durante uma reacéo acida aquecida como
previamente descrito (Draper e Hadley, 1990). Brevemente, as amostras
obtidas foram misturadas com 1ml de &cido tricloroacético 10% e 1ml
de 4acido tiobarbitdrico 0,067%, fervidas por 15 minutos, e apds a
quantidade de TBARS foi determinada pela absorbancia em 535 nm
através do espectrofotbmetro.

3.3.2.1.7.1 Medida do dano oxidativo em proteinas

O dano oxidativo em proteinas teciduais foi determinado pela
medida de grupos carbonil conforme previamente descrito (Levine et al.,
1999). Brevemente, as amostras obtidas foram precipitadas em adigdo
de 4&cido tricloroacético 20% e as proteinas dissolvidas com
dinitrofenilidrazina (DNPH). O contedo dos grupamentos carbonil foi
medido pela absorbancia em 370 nm através do espectrofotdmetro.

3.3.3 Inducédo do modelo animal de depresséo

Para esta parte do estudo foi utilizada uma metodologia
previamente descrita por (Gamaro et al., 2003) com algumas
adaptacdes. Foi observado a anedonia induzida por um protocolo de
estresse cronico e variado. Foi aplicado o modelo de estresse cronico
leve por um periodo de 20 dias para o0 grupo estressado, conforme
Tabela 1. Os seguintes estressores foram utilizados: 24h de privacao de
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comida, 24h de privacdo de agua, 1-3h de contencdo, 1.5-2h de
contencdo a 4°C, nado forcado durante 10 ou 15min, exposicdo a luz
estroboscépica durante 120-210min, isolamento (2-3 dias). Os
estressores foram aplicados em horarios distintos todos os dias para
minimizar a previsibilidade. Para este estudo, os animais foram
divididos em quatro grupos experimentais: sham + sem estresse, sham +
estresse, CLP + sem estresse e CLP + estresse. Vinte quatro horas apos
0 Ultimo dia do protocolo de estresse cronico e variado, a anedonia, e 0s
niveis proteicos de BDNF, NGF e GDNF foram avaliados em
hipocampo. A figura 4 mostra um esquema dos procedimentos
realizados.

Dia de tratamento Estressor utilizado Duragéo
Dia 1 Privacdo de agua 24 h
Dia 2 Privagdo de comida 24 h
Dia 3 Isolamento 24 h
Dia 4 Isolamento 24 h
Dia5 Isolamento 24 h
Dia 6 Exposicdo a luz 3h

estroboscépica
Dia 7 Privacdo de comida 24 h
Dia 8 Privacdo de agua 10 min
Dia 9 Contengao 1h
Dia 10 Contengdo + frio 15h
Dia 11 Nenhum estressor -
Dia 12 Nenhum estressor -

Dia 13 Privacdo de agua 2h
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Dia 14 Exposicao a luz 25h
estroboscépica
Dia 15 Privagéo de comida 24 h
Dia 16 Contencédo 15 min
Dia 17 Isolamento 24 h
Dia 18 Isolamento 24 h
Dia 19 Isolamento 24 h
Dia 20 Privacdo de agua 24 h

Tabela 1: Tabela dos estressores para indugdo do modelo animal de depresséo

111°-
60— 65 a0- 495 11680
Idade do animal (dias)
| 30 | 20 |
| | ‘ Procedimentos
CLP Inducio de depressio Anedonia BOMF, NGF &
GDNF - hipgzampo

Protocolo de
Estresse
Crénico

Variado (ECV)

TBARS e Carbonil:
Cartex pré-frontal
Hipocampo
Amigdala
Micleo accumbens

Figura 4: Esquema da sepse e depressao. Indugdo de sepse na vida adulta, apds
30 dias foi induzido modelo animal de depressdo, através do protocolo de
Estresse Cronico Variado durante 20 dias, no Gltimo dia foi realizado testes
comportamentais e em seguida testes bioquimicos.
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3.3.3.1 Teste de anedonia

Vinte quatro horas ap6s o ultimo estressor, 0 consumo de comida doce
foi aferido nos animais. Dez Froot Loops® (Kellogg’s® - cereal de trigo, milho
e agucar) foram postos em uma extremidade da caixa. Os animais foram
submetidos a cinco ensaios de 3 minutos cada, um por dia, para familiarizarem-
se com a comida. Depois de serem habituados, os animais foram expostos a
duas sessdes de teste, 3 min cada, quando o nimero de cereais ingeridos foi
medido. O protocolo foi estabelecido para que quando o animal comer parte do
Froot Loops® (1/3 ou 1/4) esta fracdo foi considerada, foi considerado anedonia
a rejeicdo pelo doce (Gamaro et al., 2003).

3.3.3.2 ELISA - 3.4.3 item

3.3.3.3 Dano oxidativo — 3.4.1.6

3.3.3.4 Inducéo ao modelo animal de mania

Para este estudo, os animais receberam injecdes intraperitoneais diarias
meta-anfetamina (m-AMPH 0,25, 0,5 e 1mg/kg) ou salina (Sal Nacl 0,9%)
durante 14 dias. Duas horas apés a Ultima inje¢do os animais foram submetidos
ao teste do campo aberto (para verificar se hd& um aumento da atividade
locomotora, tal como ocorre em pacientes durante um episédio maniaco)
(Rezende et al., 2013) e dosagens em hipocampo dos niveis proteicos de BDNF,
NGF e GDNF foram realizados. A figura 5 mostra um esquema dos
procedimentos realizados.

B0 —E5 o0 - 95 1042 - 1112
20 diss | 14 diz= | ldade do animal {diss)
| | | Procedimantos
CLP |I'I:|IJ9I;:_=‘ de Atividade BDMNF, NFG & GDNF -
mania locomotors Hipoccampo
AP H TBARS e Carbonil
?]-i-—'”"gl;"ﬂ Cortex pré-frontal
= mglkg Estriado

1 mg/kg Hipocampo
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Figura 5: Esquema da sepse e mania. Inducao de sepse na vida adulta, ap6s 30
dias foi induzido modelo animal de mania, através da administragdo de m-
AMPH nas doses 0,25; 0,5; 1 mg/kg durante 14 dias, duas horas apés a Ultima
administracdo foi realizado o teste comportamental e logo os bioquimicos.

3.3.3.5 Atividade locomotora

A andlise da atividade locomotora foi realizada em uma caixa
com 50 x 25 x 50 cm de dimens&o com o chdo dividido e 12 quadrantes.
Os animais foram submetidos individualmente & exploracdo durante o
periodo de 5 minutos e a atividade locomotora foi avaliada. Os nimeros
de cruzamentos através das linhas pretas e 0 nimero de rearings foram
avaliados em ambas as sessfes. Crossing: atividade motora. Rearings:
atividade exploratoria (Frey et al., 2006).

3.3.3.6 ELISA
Avaliado como descrito no item 3.4.3.
3.3.3.7 Dano oxidativo

Avaliado como descrito no item 3.4.1.6

3.4 ANALISES ESTATISTICAS

Apo0s a coleta dos dados foi realizado um teste de normalidade
para caracterizagdo dos dados. Para os dados paramétricos, os resultados
foram apresentados como a média + o erro padrdo da média. A anélise
estatistica dos dados entre os grupos foi realizada por meio de analise de
variancia (ANOVA) de uma e duas vias. Quando o valor de F for
significativo, comparagdes post hoc foram realizadas pelo teste de
Tukey e Bonferroni. Para os dados ndo paramétricos, os resultados
foram apresentados como mediana e intervalo interquartil e a analise
estatistica dos dados entre os grupos foi realizada pelos testes de Mann-
Whitney e Wilcoxon. A significancia estatistica foi considerada para
valores de p<0,05.
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4.1 EXPERIMENTO 1

4.1.1 Niveis de neurotrofinas
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Figura 6: Os niveis de BDNF no cortex pré-frontal (A) e no hipocampo (B);
Niveis de NGF no cortex pré-frontal (C) e hipocampo (D) ap6s 12, 24, e 48 h de
inducdo sepse. As barras representam média e desvio padrdo, ANOVA post hoc
Tukey. * P <0,05 vs. Sham.

Na figura 6 foram observados a avaliacdo dos niveis de BDNF no
cortex pré-frontal (6A) e hipocampo (6B) e os niveis de NGF em cortex
pré-frontal (6C) e do hipocampo (6D). Foi observado uma diminuicédo
significativa nos niveis de BDNF 48 horas ap6s a inducdo em
hipocampo quando comparado ao grupo sham. N&o foi observado
alteracdes significativas em cortex pré-frontal. Nos niveis de NGF, foi
observado um aumento dos seus niveis em hipocampo ap6s 12, 24 e 48
horas da inducdo quando comparado ao grupo controle. Nao foram
observadas alteracGes significativas nos niveis de NGF em cdrtex pré-
frontal.
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4.1.2 Atividade de DARPP-32 e NCS-1
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Figura 7: Expressdo de DARPP-32 no cortex pré-frontal (A), no hipocampo
(B), expressdo de NCS-1 no cortex pré-frontal (C), no hipocampo (D) ap6s 12,
24, e 48h a inducdo sepse. Barras representam a média e desvio padrdo,
ANOVA post hoc Tukey. N= 14 animais por grupo.

A figura 7 mostra a avaliacdo da atividade de DARPP-32 em
cortex pré-frontal (7A) e hipocampo (7B) e da NCS-1 em cortex pré-
frontal (7C) e hipocampo (7D). Foi observado somente uma diminuicao
da atividade da proteina NCS-1 em cortex pré-frontal quando
comparado ao grupo controle. Nas demais estruturas e proteinas, ndo
houve alteragdes significativas.

4.2 PROTOCOLO I, I, IV



48

4.2.1 Inducéo ao modelo animal de Esquizofrenia

4.2.1.1 Atividade Locomotora

800000+
EE Sham

E= CLP
600000+

400000+

200000+

Distancia percorrida (cm)

0-

Salina 5mg/kg 15mg/kg 25mg/kg

cetamina

Figura 8: Efeito da sepse em animais submetidos a administracdo de diferentes
doses de cetamina (5, 15 e 25 mg/kg, ip) sobre a atividade locomotora em ratos.
Os valores s8o expressos como média + EPM (erro padrdo da média), n = 14. *
p <0,05 guando comparado com o tratamento + grupo salina e ** p <0,05 vs
com 0 mesmo tratamento no animal sham.

A atividade locomotora foi avaliada na figura 8. Ao avaliar o0s
resultados utilizando Anova de duas vias observa-se que ha interacdo
significativa entre a dose e a condigdo experimental. Apo6s 30 dias da
inducdo de sepse, houve um aumento na distancia percorrida do grupo
controle que recebeu cetamina na dose de 25mg/kg e no grupo CLP que
recebeu cetamina na dose de 25mg/kg quando comparado ao grupo
controle que recebeu salina, mimetizando o que ocorre em um modelo
animal de esquizofrenia. Entretanto, no grupo de animais submetidos ao
CLP que recebeu a dose de 15 mg/kg, também foi observado um
aumento da distancia percorrida quando comparado ao grupo controle
que recebeu salina e ao grupo controle que recebeu cetamina 15 mg/kg.
Este resultado mostra que houve aumento da distancia percorrida em
uma dose sub-efetiva no grupo submetido a sepse.



4.2.1.2 Interacéo social
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Figura 9: Efeito da sepse em animais submetidos a administracdo de diferentes
doses de cetamina (5, 15 e 25 mg/kg, ip) sobre a laténcia do primeiro contato
social, (A), o nimero de contatos (B) e o tempo total da interacdo social (C)
sobre a interacdo social de ratos em campo aberto. Os valores sdo expressos
como média = SEM, n = 14. * p <0,05 quando comparado com sham + grupo
salina e ** p <0,05 vs com 0 mesmo tratamento no animal sham.
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Na figura 9 observa-se que houve um aumento do tempo de
laténcia ao primeiro contato do grupo controle que recebeu cetamina na
dose de 25 mg/kg e no grupo de animais que foi submetido ao CLP que
recebeu cetamina na dose de 25mg/kg, demonstrando o que ocorre em
um modelo de esquizofrenia. Entretanto, a sub-dose de 15mg/kg quando
administrado nos animais que foram submetidos a sepse, houve um
aumento no tempo de laténcia ao primeiro contato quando comparado
ao grupo controle que recebeu salina e ao grupo controle que recebeu
cetamina na dose de 15 mg/kg. Ao avaliar os resultados utilizando
Anova de duas vias observa-se que ha interacdo significativa entre a
dose e a condicdo experimental. Este resultado nos mostra que 0s
animais submetidos a sepse aumentam seu tempo de laténcia ao
primeiro contato na sub-dose utilizada.

4.2.1.3 Movimento estereotipado
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Figura 10: Efeito da sepse em animais submetidos a administracdo de
diferentes doses de cetamina (5, 15 e 25 mg/kg, ip) sobre o comportamento
estereotipado de ratos no campo aberto. Os valores sdo expressos como média
SEM, n = 14. * p <0,05 quando comparado com o tratamento simulado + grupo
salina e ** p <0,05 vs com 0 mesmo tratamento no animal sham.

A figura 10 demonstra os resultados obtidos no teste de
movimentos estereotipados. Ao avaliar os resultados utilizando Anova
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de duas vias observa-se que ha interacdo significativa entre a dose e a
condicdo experimental. Houve um aumento da porcentagem dos
movimentos estereotipados no grupo de animais controles quando
administrado cetamina 25 mg/kg e nos animais submetidos ao CLP
guando administrado cetamina 25 mg/kg, demonstrando que 0s animais
foram submetidos ao modelo de esquizofrenia. No grupo de animais
submetidos a sepse que receberam cetamina na dose de 15 mg/kg foi
observado um aumento da porcentagem de movimentos estereotipados
guando comparado com o grupo controle que recebeu salina e aquele
que recebeu cetamina na dose de 15 mg/kg, demonstrando que a sub-
dose de 15 mg/kg é capaz de produzir um aumento dos movimentos
estereotipados, o que s era para acontecer na dose de 25 mg/kg.

4.2.1.4 Memoria aversiva
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Figura 11: Efeito da sepse em animais submetidos & administracdo de
diferentes doses de cetamina (5, 15 e 25 mg/kg) sobre a laténcia para descer na
tarefa de esquiva inibitéria. Os dados sdo apresentados como mediana e
intervalo interquartil, n = 14. * p <0,05 quando comparado com a sessdo de
treino e ** p <0,05 quando comparado com o tratamento + grupo salina na
sessdo de treino ou em sessOes de teste.

Na figura 11 pode-se observar a avaliagdo da meméria aversiva.
Ao avaliar os resultados utilizando Anova de duas vias observa-se que
ha interacdo significativa entre a dose e a condi¢do experimental. A
sepse por si s e a dose de 25 mg/kg quando administrada no grupo
controle causaram dano na meméria aversiva. Quando se compara 0
valor de laténcia entre treino e teste observa-se que ndo houve um
aumento nos grupos citados. As doses de 5, 15 e 25 mg/kg quando
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administradas nos animais submetidos a sepse, observa-se que ndo ha
dano na memdria aversiva mas o tempo de laténcia do teste €
significativamente menor do que o tempo de laténcia do grupo controle.
Ou seja, 0s grupos de animais administrados com cetamina aprendem,

mas aprendem menos do que 0s grupos controles.

4.2.1.4 Niveis de BDNF, NGF e GDNF
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Figura 12: Os niveis de BDNF (A), NGF (B); GDNF(C) em hipocampo de
ratos submetidos a sepse e a administragdo de diferentes doses de cetamina (5,
15 e 25 mg/kg). As barras representam média e desvio padrdo, ANOVA post
hoc Tukey. N= 14 animais por grupo. *p <0,05 quando comparado com o
tratamento simulado + grupo salina e ** p <0,05 vs com 0 mesmo tratamento no

animal sham.
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Na figura 12 pode-se observar a avaliacdo dos niveis de BDNF
(12A), NGF (12B) e GDNF (12C) em hipocampo de animais
submetidos a sepse e a administracdo de diferentes doses de cetamina
(5, 15 e 25 mg/kg). Apbs o teste de ANOVA de duas vias pode-se
constatar que ha interacdo significativa entre a condi¢do experimental e
a intervencdo. Os animais do grupo salina submetidos ao CLP
apresentaram niveis significativamente baixos de BDNF, NGF e GDNF
guando comparados aos que ndo foram submetidos a0 modelo de sepse.
Estes dados mostram que a sepse por si sO ja diminui os niveis de
BDNF, NGF e GDNF 30 dias apds a inducdo. Ja niveis de BDNF (12A)
foram aumentados no grupo sham e cetamina (5;15 mg/kg) em
comparacao ao grupo salina, e observa-se que esse tipo de neurotrofina
teve seus niveis aumentados no grupo submetido ao CLP e
administrados com cetamina na dose de 5mg/kg quando comparados as
outras doses. Enquanto houve uma reducdo nos grupos submetidos a
sepse e administrados com cetaminas nas doses de 15 e 25 mg/kg em
comparagdo as outras doses. Interessantemente, na figura B constata-se
gue os niveis de NGF (12B) apresentaram-se aumentados nos grupos
sham administrados cetamina na dose de 5mg/kg em comparagdo ao
grupo salina, enquanto que o grupo submetido a sepse e administrado
com doses de cetamina de 5 e 15mg/kg comparados com as outras doses
esse nivel proteico reduziu. E por fim 12C representa 0s niveis de
GDNF aumentados no grupo submetido a sepse e administrado 5mg/kg
de cetamina comparado as outras doses.
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4.2.1.4 Dano oxidativo
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Figura 13: Carbonilagdo de proteinas em cortex pré-frontal (A), estriado (B) e
hipocampo (C). Dano a lipideos em cortex pré-frontal (D), estriado (E),
hipocampo (F), de ratos sépticos submetidos & administracdo de diferentes
doses de cetamina (5, 15 e 25 mg/kg). As barras representam média e desvio
padrdo, ANOVA post hoc Tukey. N= 14 animais por grupo. * P <0,05 vs.
Sham.

A figura 13 mostra os resultados da avaliagdo do dano oxidativo a
proteinas em cortex pré-frontal (13A), estriado (13B), hipocampo (13C)
e dano oxidativo a lipidios em cértex pré-frontal (13D), estriado (13E),
hipocampo (13F). Apds avaliacdo utilizando ANOVA de duas vias
observou-se que a condicdo experimental ndo tem interacdo com a
intervencgdo. Pode-se observar também que o CLP ndo aumentou o dano
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oxidativo a lipidios e proteinas em comparagdo ao grupo sham, mas que
houve uma tendéncia.

4.2.2 Inducdo ao modelo animal de Depresséo

4.2.2.1 Anedonia
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Figura 14: Efeito da sepse em animais submetidos ao protocolo estresse
cronico variado sobre a tarefa de consumo de Froot Loops de anedonia. Barras
representam as médias e desvio padrdo, ANOVA post hoc Tukey. N= 14
animais por grupo. *p<0,05 vs controle.

A avaliagdo do consumo de Froot Loops é avaliada na figura 14.
Ao avaliar os resultados utilizando Anova de duas vias observa-se que
ha interacdo significativa entre a condicdo experimental. Também se
observa que os animais controles submetidos ao ECV diminuiram a
ingestdo da Froots Loops significativamente quando comparado ao
animal controle que ndo foi submetido ao EVC. Entretanto, ndo houve
diferenca significativa no consumo de Froot Loops nos animais
submetidos a sepse que passaram pelo protocolo de ECV quando
comparado ao animal submetido a sepse que ndo passaram pelo
protocolo de ECV, demonstrando que a sepse nao predispde a anedonia.
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4.2.2.1 Niveis de BDNF, NGF e GDNF
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Figura 15: Os niveis de BDNF (A), NGF (B); GDNF(C) em hipocampo de
ratos submetidos ao protocolo de estresse cronico. As barras representam média
e desvio padrdo, ANOVA post hoc Tukey. N= 14 animais por grupo. * P <0,05
vs. Sham.

Na figura 15 pode-se observar a avaliacdo dos niveis de BDNF
(15A), NGF (15B) e GDNF (15C) em hipocampo de animais
submetidos a sepse e ao protocolo de ECV. Apo6s o teste de ANOVA de
duas vias pode-se constatar que ha interacdo significativa entre a
condicdo experimental e a intervencdo. Os animais sham submetidos ao
ECV apresentaram niveis significativamente baixos de BDNF, NGF e
GDNF quando comparados aos que ndo foram submetidos ao protocolo.
Ja os animais com sepse submetidos ao ECV nédo diminuiram os niveis
de BDNF, NGF e GDNF em hipocampo quando comparados aos que
ndo foram submetidos aos ECV. Entretanto, pode-se ressaltar que ha
uma diminuicdo significativa dos niveis de BDNF, NGF e GDNF nos
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animais com sepse quando comparados aos animais sham, ambos sem
serem submetidos ao ECV. Também houve diferenca significativa nos
niveis de BDNF, NGF e GDNF do grupo CLP submetido ao ECV
guando comparado aos animais sham também submetidos ao ECV.
Estes dados mostram que a sepse por si sO ja diminui os niveis de
BDNF, NGF e GDNF 30 dias ap0s a inducdo. Por outra via, 0s animais
do grupo CLP quando submetidos ao protocolo de ECV nédo apresentam
diminuicdo dos niveis de BDNF, NGF e GDNF em hipocampo.

4.2.2.3 Dano oxidativo
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Figura 16: Carbonilagdo de proteinas em cortex pré-frontal (A),amigdala (B),
hipocampo (C), nucleo accumbens (D). Dano a lipideos em cértex pré-frontal
(E), amigdala (F), hipocampo (G), nicleo accumbens (H) de ratos sépticos
submetidos ao protocolo de estresse cronico e variado. As barras representam
média e desvio padrdo, ANOVA post hoc Tukey. N= 14 animais por grupo. * p
<0,05 vs. Sham.
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A figura 16 mostra os resultados da avaliagdo do dano oxidativo a
proteinas em coértex pré-frontal (16A), amigdala (16B), hipocampo
(16C) e nacleo accumbens (16D) e dano oxidativo a lipidios em cortex
pré-frontal (16E), amigdala (16F), hipocampo (16G) e nucleo
accumbens (16H). Apos avaliacdo utilizando ANOVA de duas vias
observou-se que a condicdo experimental ndo tem interacdo com a
intervencdo. Pode-se observar também que o ECV ndo aumentou o dano
oxidativo a lipidios e proteinas no grupo sham. A sepse por si sO
aumentou o dano a proteinas em amigdala e hipocampo e dano a lipidios
no cortex pré-frontal. Somente em hipocampo, o ECV diminuiu o dano
a proteinas no grupo CLP.

4.2.3 Inducdo ao modelo animal de Mania

4.2.3.1 Atividade Locomotora
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Figura 17: Atividade locomotora. Nimero de crossings (A) e rearing (B) de
ratos sépticos submetidos a administracdo de diferentes doses de m-AMPH
(0,25; 1,5; 1mg/kg) As barras representam média e desvio padrdo, ANOVA post
hoc Tukey. N = 14 animais por grupo.* p <0,05 vs. Sham.

A figura 17 demonstra a avaliagdo da atividade locomotora e
exploratdria através do ndmero de crossings (17A) e rearings (17B).
Apo6s a avaliacdo pelo ANOVA de duas vias observou-se que ha
interacdo entre a condi¢do experimental e a intervencéo. Pode observar
gue a sepse por si sO ndo altera a atividade locomotora e exploratéria. O
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grupo sham quando administrado 1 mg/kg de m-AMPH ha um aumento
do nimero de crossing e rearings quando comparado ao grupo sham que
recebeu solucdo salina. Entretanto, os animais do grupo CLP que
receberam 1mg/kg de m-AMPH ndo aumentaram o nimero de crossings
e rearings. Estes resultados nos mostram que de alguma maneira 0s
animais submetidos a sepse ndo estdo respondendo a dose efetiva de
1mg/kg que induz hiperlocomocao nos animais controles.

4.2.3.2 Niveis de BDNF, NGF e GDNF
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Figura 18: Os niveis de BDNF (A), NGF (B); GDNF(C) em hipocampo de
ratos sépticos submetidos a administracdo de diferentes doses de m-AMPH
(0,25; 0,5; 1mg/kg) As barras representam média e desvio padrdo, ANOVA post
hoc Tukey. N = 14 animais por grupo.* P <0,05 vs. Sham.

Os niveis de neurotrofinas sdo mostrados na figura 18 através dos
niveis de BDNF (18A), NGF (18B) e GDNF (18C). E possivel observar
gue, a sepse por si s6 diminui significativamente os niveis proteicos de
BDNF, NGF e GDNF quando comparado aos animais sham que
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receberam salina. A administracdo de 1 mg/kg, a dose que causa
hiperatividade e induz ao modelo de mania, ndo causou diminui¢do nos
niveis de BDNF, NGF e GDNF em animais sham. Esta dose apenas
causou diminuicdo dos niveis de BDNF nos animais que foram
submetidos a sepse. Entretanto, as subdoses administradas causaram um
aumento dos niveis de BDNF no grupo sham e no grupo CLP na dose de
0.25mg/kg. Nos niveis de NGF, observa-se que a dose de 0.25 de m-
AMPH elevou os niveis no hipocampo no grupo sham e no grupo CLP.
Além disso, a dose de 0.5 no grupo CLP também causou aumento dos
niveis de NGF em hipocampo. Nos niveis de GDNF, a dose de 0.25 e
0.5 de m-AMPH causou um aumento dos niveis quando comparados ao
grupo CLP que recebeu salina.

4.2.3.3 Dano oxidativo
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Figura 19: Carbonilagdo de proteinas em cortex pré-frontal (A), hipocampo
(B), estriado (C); Dano a lipideos em cortex pré-frontal (D), hipocampo (E),
estriado (F) de ratos sépticos submetidos administragdo de diferentes doses de
m-AMPH (0,25; 1,5; 1mg/kg) As barras representam média e desvio padréo,
ANOVA post hoc Tukey. N = 14 animais por grupo.* P <0,05 vs. Sham.

Na figura 19, o dano oxidativo a lipidios é medido em cortex pré-
frontal (19A), hipocampo (19B) e estriado (19C) através das proteinas
carboniladas e o dano a lipidios em cortex pré-frontal (19D), hipocampo
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(19E) e estriado (19F) através da peroxidacéo lipidica. Na avaliacdo
utilizando ANOVA de duas vias foi verificado que ndo ha interacdo
entre a condicdo experimental e a intervencdo. A sepse por si s6 apenas
aumentou a peroxidacédo lipidica no hipocampo. A dose de 1mg/kg de
m-AMPH ndo aumentou o dano a lipidios e proteinas nas estruturas
avaliadas. Em estriado as doses de 0.25 e 1.0 de m-AMPH diminuiram
0 dano a proteinas.
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5 DISCUSSAO

DARPP-32 é a principal integradora da sinalizacdo
dopaminérgica e glutaminérgica e tanto a aprendizagem associativa
guanto a emocional envolvem circuitos dopaminérgicos e
glutamatérgicos assim como sua interagdo (Svenningsson et al., 2004).
Podem ser encontradas em neurbnios com receptores D1 e D2 de
dopamina com as concentragdes mais elevadas no hipocampo e cortex
pré-frontal (Ouimet et al., 1992).

A proteina DARPP-32 tem sido implicada em distdrbios
neuroldgicos associados com comprometimento cognitivo, tais como
esquizofrenia (Albert et al., 2002) e a depressdo (Svenningsson et al.,
2004). Neste estudo, ndo encontrou-se alteracdes na expressao DARPP-
32 no cortex pré-frontal e hipocampo 12, 24 e 48h ap6s a inducdo da
sepse. Corroborando com outro estudo que mostra que em 10 dias apés
a inducdo da sepse, houve diminuicdo da memoria, sem alteracdes na
expressdo DARPP-21 no hipocampo (Cassol-Jr et al., 2011). Sugerindo
como hip6tese que alteracfes na memdria podem ser causados pela
sepse, porem esta ndo estar envolvida na expressdo de DARPP-32.

A proteina NCS-1 aumenta o ndmero de sinapses funcionais
(Chen et al., 2001), e atua na plasticidade de curto prazo em culturas de
células do hipocampo de ratos (Sippy et al., 2003), e é expressa em
varias redes neurais conhecidas, desempenhando um papel essencial na
aprendizagem e memoria associativa (Gomez et al., 2001). Encontrou-se
uma baixa regulacdo na expressdo de NCS-1 no cdrtex pré-frontal, apds
48h de inducdo da sepse. A expressdo desta proteina foi mostrada
aumentando a liberagdo de neurotransmissores evocando a exocitose
(Olafsson et al., 1995; Pongs et al., 1993), bem como para promover a
plasticidade sinptica, 0 comportamento exploratorio, e rapida aquisi¢do
de memoria espacial (Saab et al., 2009). No entanto, a relagdo causa-
efeito de expressdo de NCS1 e seu papel funcional na memoria nao €
simples.

Em um estudo importante mostraram que a aplicagdo direta de
um peptideo no permeado celular (DNIP) projetado para interferir com
NCS-1 ao se ligar ao receptor D2 inverteu a melhora na aquisicdo de
meméria espacial em ratos geneticamente modificados que super
expressam NCS-1 (Saab et al., 2009). NCS-1 também afeta o
crescimento neuronal e desempenha papéis importantes na
aprendizagem e memodria afetando tanto a de curto e a de longo prazo, e
plasticidade sinaptica.
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Nao se sabe se NCS-1 afeta a neurotransmissdo e a plasticidade
sindptica através do seu efeito sobre os niveis de PIP2 (fosfatideos
dilinositol 4,5-bifosfato) e/ou através de uma interagdo direta com
canais de célcio ou os seus complexos de sinalizacdo. Além disso, a
NCS-1 também tem sido implicada na esquizofrenia, danos cognitivos,
tais como atraso mental e autismo (Burgoyne, 2007; Handley et al.,
2010); (Saab et al., 2009). Acredita-se que a baixa expressao de NCS-1
em cOrtex pré-frontal, apds 48h pode sugerir 0 envolvimento de sistema
dopaminérgico na diminuicdo da memdria depois de 10 dias de indugédo
sepse (Tuon et al., 2008).

A capacidade de aprender também foi positivamente
correlacionada com neurotrofinas (Francia et al., 2006). O BDNF
produzido no cértex entorrinal é anterogradamente caminho para o
hipocampo, onde a liberacdo de BDNF dependente de atividade pode ter
um papel chave no apoio a funcéo de circuitos de memoria (Auld et al.,
2001). Na maioria dos estudos, os niveis de BDNF foram utilizados
como biomarcadores de lesdo neuronal em pacientes com uma variedade
de doencas graves (Lewin e Barde, 1996). Insultos isquémicos levam a
aumentos significativos nos niveis de BDNF de neurdnios corticais e do
hipocampo, sugerindo que estas alteracfes podem ser uma resposta
neuroprotetora (Lewin e Barde, 1996). Neste contexto, os neurdnios e
células da glia sdo particularmente vulneraveis a processos inflamatorios
e sdo dependentes da manutenc¢do de atividade neurotrofica (Boulanger,
2009; Opara, 2006). Este estudo demonstrou que 0s animais sépticos
apresentaram baixos niveis de BDNF no hipocampo 48h apés a indugédo
de sepse. Recentemente, um grupo de pesquisa demonstrou que a
manutencdo da inflamacdo cerebral em estdgios iniciais de
desenvolvimento da sepse foi associada com baixos niveis de BDNF no
hipocampo e prejuizo no desempenho da tarefa de esquiva inibitéria 30
dias ap0s a sepse (Biff et al., 2013).

Ja esta bem demonstrado que o estresse agudo e crénico podem
diminuir os niveis de BDNF no cérebro (Kaplan et al., 2010). Assim,
parece que a inflamagdo do cérebro induzida por sepse podem ser
associados com os niveis mais baixos de BDNF e consequentemente
disfuncdo do SNC. Além disso, ha um decréscimo sustentado dos niveis
de BDNF no SNC, uma ativagdo do eixo hipotalamico-pituitario-supra-
renal, e uma diminuicdo no peso do hipocampo (Comim et al., 2010).
Em pacientes, os niveis elevados de citocinas inflamatérias tém sido
associados a uma diminuigdo nos niveis de BDNF com alteragdes da
funcdo neuronal no hipocampo (Goldstein et al., 2011; Marsland et al.,
2008). Vérios estudos mostraram niveis baixos de neurotrofinas em
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ambos o0s pacientes e em modelos animais com transtornos
neurodegenerativos, incluindo a doenga de Parkinson (Mogi et al.,
1999), doenga de Huntington (Zuccato et al., 2001), acidente vascular
cerebral, depressdo e outros distarbios psiquiatricos (Nagahara e
Tuszynski, 2011).

Além disso, o NGF tem um papel crucial na protecdo e na
manutencao do fendtipo de neurbnios colinérgicos no prosencéfalo basal
do adulto e do sistema nervoso totalmente diferenciado. Os neurdnios
colinérgicos dentro do ndcleo basal e 0 complexo na faixa diagonal do
septo proporcionam a principal fonte de inervacéo colinérgica no cortex
cerebral e no hipocampo, respectivamente, e desempenham um papel
fundamental na funcdo da meméria e da atencdo. Um baixo nivel de
NGF induz atrofia colinérgica assim como declinio cognitivo (Cuello et
al., 1989). Além disso, demonstrou-se que as espécies reativas de
oxigénio pode influenciar negativamente a sinalizacdo de NGF (Pehar et
al., 2006). A expressdo de NGF é regulada pela atividade neuronal:
aumento glutamatérgico e neurotransmissdo colinérgica, e diminuicdo
da neurotransmissdo GABAGérgica (Huh et al., 2008). Neste estudo,
mostrou-se que a sepse diminui os niveis de NGF apds 12, 24 e 48h da
indugdo por CLP.

O presente trabalho contribui também para o entendimento de
que a sepse pode predispor ao comportamento esquizofrénico em um
modelo animal bem estabelecido da doenca induzida por cetamina.
Especificamente, foi demonstrado que a sepse aumentou a
susceptibilidade ao comportamento tipo esquizofrenia (hiperlocomocao,
déficit social e aumento de comportamento estereotipado) alteracdes
induzidas pela administracdo de cetamina em ratos, 0 que sugere que a
sepse pode ser um fator de risco para 0 desenvolvimento de
esquizofrenia.

Recente estudo de coorte, 45% dos individuos diagnosticados
com esquizofrenia apresentaram um contato hospitalar com infec¢do
antes do diagnéstico de esquizofrenia e que a infeccdo bacteriana foi o
tipo de infeccdo que foi associado com maior risco de esquizofrenia
(Nielsen et al., 2014).

Foi demonstrada uma relacdo significativa entre IL-6 e volume
reduzido do hipocampo em pacientes com esquizofrenia sem tratamento
prévio com antipsicético (Kalmady et al., 2014). As citocinas periféricas
podem produzir resposta a uma infeccdo atuando sobre o cérebro
levando a sintomas comportamentais relacionados a doenca (Jacob et
al., 2011).
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A inflamag&o pode ocorrer em doencas infecciosas que tém sido
associados com perturbacdes do humor. Foi durante o século XIX que a
hipotese do papel de agentes infecciosos na ocorréncia de esquizofrenia,
bem como no transtorno bipolar foi formulada pela primeira vez
(Yolken e Torrey, 1995). Para confirmar essa hipétese, no presente
estudo foi avaliado o efeito de sepse em um modelo animal bem
estabelecido de esquizofrenia induzido pela cetamina (25mg/kg).

Neste contexto, analisou-se o0 efeito da sepse em animais
submetidos a administracdo de baixas doses de cetamina (5 e 15mg/kg),
gue geralmente ndo aumentam ou alteram a locomocao ou a interacéo
social assim como o comportamento estereotipado. Neste estudo 0s
resultados indicam que 0s animais apenas sujeitos a sepse nao
mostraram hiperatividade ou interacdo social e comportamento
estereotipado alterados, mas os animais submetidos a sepse com a
administracdo de cetamina (15mg/kg) apresentaram hiperatividade,
interacdo social e comportamento estereotipado alterados. A literatura
fornece evidéncia de que a cetamina em doses baixas (15 mg/kg) pode
agir como um antidepressivo e ndo causa alteracdo na atividade
locomotora (Garcia et al., 2009).

Neste estudo, demonstrou-se que a sepse sensibilizou os animais
aos sintomas psicoticos da esquizofrenia, considerando que uma dose
baixa de cetamina (15 mg/kg) ndo induz alteracdo na hiperatividade, na
interacdo social e no comportamento estereotipado em animais nao
submetidos a sepse. Contudo a cetamina 15mg/kg em animais sépticos
induziu hiperlocomocdo, déficit na interacdo social e comportamento
estereotipado. Um estudo recente mostrou que a cetamina (25 mg/kg)
induz sintomas de esquizofrenia como hiperlocomocdo, isolamento
social e comprometimento cognitivo (Gama et al., 2012). Os casos de
psicoses reais causadas por patdgenos microbianos como virus herpes,
citomegalovirus, Toxoplasma Gondii apoiam uma teoria infecciosa na
psicose (Yolken e Torrey, 2008). Neste contexto, foi mostrado que os
animais tratados com doses de cetamina subanestésicas induzem déficit
social (Canever et al., 2010).

Alguns estudos tém demonstrado que 0s pacientes
esquizofrénicos demonstram déficit cognitivo (Keri et al., 2012; Zierhut
et al., 2013). No presente estudo testou-se a hipdtese de que a sepse leva
a um aumento da vulnerabilidade ao desenvolvimento da esquizofrenia.
Observou-se que a cetamina de 25 mg/kg e sepse por si s6 induzem
déficit cognitivo, e que a cetamina de 5 ou 15 mg / kg sozinho ou sepse
e cetamina (5, 15 e 25 mg/kg) na tarefa de memoria aversivo. Estes
dados corroboram com a literatura anterior, mostrando que a cetamina
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induz déficit cognitivo em humanos (Umbricht et al., 2000) e em
roedores (Smith et al., 2011). Portanto, sepse ndo induziu a
vulnerabilidade ao déficit cognitivo na esquizofrenia no presente estudo.

Tomados em conjunto, estes resultados indicam que em animais
sépticos uma baixa dose de cetamina (15mg/kg) induz hiperlocomocao,
déficit social e comportamento estereotipado no grupo que foi exposto a
sepse, demonstrando que algumas alteragdes causadas por sepse pode
estar associada a uma predisposi¢cdo para o desenvolvimento de
esquizofrenia num modelo animal.

Na literatura esta bem descrito que a sepse induz ao desequilibrio
entre agentes oxidantes e antioxidantes, e dentre os efeitos desse
descontrole pode-se incluir dano a lipideos, proteinas, e até mesmo em
DNA, entre muitos outros danos (Comim et al., 2010; Kaymak et al.,
2008; Zhou et al., 2012). E no mesmo modelo animal de esquizofrenia,
foi demonstrado dano em lipideos e em proteinas no cértex pré-frontal
(Zugno et al., 2014). Assim, neste estudo ndo houve diferenca no dano
oxidativo, ndo indo ao encontro com o que relata a literatura. O mesmo
ocorreu com a esquizofrenia, ou seja, sugerindo que a sepse ndo pré
dispBe bioquimicamente a esse transtorno psiquitrico.

Na literatura ja estd bem descrito que a sepse causa desregulacdo
nos niveis de neurotrofinas. Sendo assim ja foram observados em
estudos recentes, aumento dos niveis de NGF e diminuicdo de BDNF no
hipocampo, em modelo animal de sepse (Comim et al., 2014).

Além disso, outros estudos confirmam que ha alteracdo nos niveis
de neurotrofinas em modelo animal de sepse (Calsavara et al., 2014;
Cassol-Jr et al., 2011). Em paralelo a isso, a literatura também ja
descreve que ha alteragBes dos niveis de neurotrofinas, visto que em
estudo post mortem, houve um aumento dos niveis de BDNF no cortex
pariental e cortex frontal, e diminuicdo no cdrtex temporal e occipital
(Durany et al., 2001).

Em modelo animal de esquizofrenia, foi demonstrado alteracdes
nos niveis de neurotrofinas em cérebro de ratos, como o aumento de
BDNF (George et al., 2010) e diminuicdo de BDNF (Pillai e Mahadik,
2008). Os resultados desses estudos mostram também alteracfes nos
niveis de neurotrofinas, como diminui¢do no grupo CLP. Aumento de
BDNF e GDNF no grupo CLP nas doses 5mg/kg de cetamina. Nos
niveis de NGF houve aumento no grupo CLP na dose de 15mg/kg e
diminuicdo na dose 5 mg/kg de cetamina. Sendo assim, o0 modelo animal
de sepse predispde em partes a esquizofrenia, em virtude das alteracfes
comportamentais, e niveis de neurotrofinas, sem alteracdo de dano
oxidativo.
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Estudos ja& comprovam que modelo animal de depressdo, por
indugdo de estresse cronico, os animais demonstram diminuicdo no
consumo de sacarose em comparacdo ao grupo controle (Luo et al.,
2014; Papp et al., 2014). Resultados de (Bouzinova et al., 2014) houve
reducdo de 55% do consumo de sacarose quando comparados ao grupo
controle. A administracdo de imipramina preveniu o tempo de
imobilidade no nado forcado em modelo animal de estresse crénico,
mostrando que sintomas depressivos induzidos no grupo CLP séo
sensiveis aos antidepressivos (Tuon et al., 2007).

Nossos resultados mostraram que a sepse nao predispbe o
comportamento anedonico nos animais submetidos ao estresse crénico
variado. Entretanto, estudo de corte mostram que pacientes
sobreviventes a sepse tem sintomas depressivos um ano apds a alta
hospitalar (Davydow et al., 2013), assim como diminui¢do do volume
do hipocampo déficit de memoria e aprendizado, oito anos apds a sepse
(Semmler et al.,, 2013). E estudo sobre a qualidade de vida de
sobreviventes de sepse mostra aumento da ansiedade e da depressao nos
pacientes (Granja et al., 2004).

No SNC, as neurotrofinas sdo expressas a partir do estagio
embrionario precoce para a fase adulta e regulam uma grande variedade
de funcBes. BDNF é altamente conservada em vertebrados, e
desempenha um papel importante no desenvolvimento e na vida adulta,
influenciando tanto a estrutura e funcéo sinéptica (Gatta et al., 2014).

Em modelo animal de depressdo é possivel observar diminuicdo
da expressdo de BDNF no cértex pré-frontal e hipocampo, quando
comparado ao controle (Banerjee et al., 2014). Além da diminuic¢do dos
niveis de BDNF no hipocampo, houve diminuicdo no consumo de
sacarose, diminuicdo da exploragdo no campo aberto, em animais
submetidos ao modelo animal de depressdo (Gersner et al., 2014). Ja
outros resultados foram encontradas, como alteragdes nos niveis de
BDNF e NGF, nas estruturas cerebrais de cortex frontal e hipotdlamo
em modelo animal de depressdo (Angelucci et al., 2000). Em modelo de
privacdo materna, os resultados mostram diminuicdo dos niveis de
BDNF no nucleo acumbens, diminuicio de NGF no hipocampo,
amigdala e nuacleo accumbes (Della et al., 2013). Estes resultados
mostram alteracdes nos niveis de neurotrofinas, em modelo animal de
depressdo, corroborando com outros achados da literatura. Sendo assim,
a sepse predispde alteracbes nos niveis de neurotrofinas visto em
modelo animal. Esses resultados foram um dos primeiros trabalhos,
analisando a sepse associada a sintomas depressivos em modelo animal.
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Espécies reativas de oxigénio tem mostrado desempenhar um
papel na fisiopatologia da depressdo. Em modelo animal de depresséo,
foi verificado um aumento da peroxidacdo lipidica e diminuicdo de
Catalase (CAT) e Glutationa redutase (Moretti et al., 2012). Em outro
estudo também foi visto aumento da peroxidacdo lipidica, diminuicdo
das defesas antioxidantes, CAT, SOD, GPx (Jindal et al., 2013), e
aumento da carbonilacéo de proteinas (Arent et al., 2012), em modelo
animal de depressdo. Nossos resultados mostram que a sepse associada
ao modelo de depressdo ndo foi suficiente para aumentar o dano
oxidativo a lipideos e proteinas. Esses resultados precisam ser mais
investigados, visto que na literatura encontra-se dano oxidativo em
modelo animal de sepse.

Assim sugere-se que a sepse em relagdo ao dano oxidativo ndo
apresenta ser um fator de risco para a depressdao. Estudos adicionais
serdo feitos para saber a conexdo das duas doencas, podemos verificar
gue sdo poucos os resultados na literatura sobre o tema visto e a
dificuldade de discutir 0 assunto. Podemos observar que Sdo necessarios
mais estudos para esclarecer a relacdo da sepse com o transtorno
depressivo maior.

Para estudar sistemas envolvidos com o transtorno bipolar, pelo
qual atualmente foi estabelecida sua nova nomenclatura, instituida pelo
novo DSM V, sdo essenciais estudos em modelo animal de mania, assim
possiveis drogas podem ser testadas até chegar a clinica e surtir efeito
eficaz e com menos reacfes adversas possiveis (Manji e Chen, 2002).

Entdo para avaliar a pré-disposicdo de mania em ratos submetidos
a sepse, este estudo resultou que o grupo sham quando administrado 1
mg/kg de m-AMPH ha um aumento do ndmero de crossing e rearings
quando comparado ao grupo sham que recebeu solucdo salina,
corroborando com a literatura (Valvassori et al., 2011), em que 0 grupo
que recebeu salina e m-AMPH houve um aumento significativo na
atividade locomotora, tanto no crossing quanto no rearing. Ja o grupo
CLP e m-AMPH néo houve essa alteracdo na locomocao e exploracéo,
sugerindo que a sepse pode ndo pré dispor a mania apds 30 dias a
inducdo de sepse.

O farmaco utilizado para induzir a mania foi m-AMPH, esta pelo
qual é psicoestimulante do SNC, porém mais forte que a destro-
anfetamina (D-AMPH).

Neste estudo avaliou-se o0 estresse oxidativo em diferentes
estruturas, ja que esse modelo de administracdo crénica de m-AMPH
induz a hiperlocomocdo em ratos (Valvassori et al., 2011). Assim,
houve um aumento significativo de carbonilacdo de proteinas no
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estriado do grupo CLP e m-AMPH (0,25mg/kg e 1mg/kg). J& o dano em
lipideos, avaliado pelo teste bioquimico TBARS, houve aumento
significativo de niveis MDA no hipocampo de ratos sépticos.

Entretanto na literatura ja estd bem descrito que ha aumento de
peroxidacdo lipidica em modelo animal de mania induzido por
anfetamina. Em um estudo houve aumento de peroxidacdo lipidica no
plasma e no hipocampo, assim como dano ao DNA em modelo animal
de mania induzido por m-anfetamina. A carbonilacdo de proteinas
também é vista nesse modelo (Andreazza et al., 2008).

Resultados de um estudo foi observado aumento de carbonilacdo
de proteinas no cdrtex pré-frontal, hipocampo e estriado (Valvassori et
al., 2011). Em outro modelo animal de mania induzido por d-anfetamina
foi possivel verificar aumento de peroxidacdo lipidica no cortex pré-
frontal (Frey et al., 2006). Em adi¢8o a esse modelo animal induzido por
d-anfetamina, também foi visto aumento de peroxidacdo lipidica no
cortex pré-frontal, amigdala, hipocampo e estriado. Entretanto ja esta
descrito na literatura que a sepse causa dano oxidativo a lipideos e
proteinas. Esses resultados do presente estudo mostram que apenas
houve dano ao lipideos no hipocampo apenas no grupo CLP. N&o houve
diferenca estatistica quando administrado m-anfetamina. Na
carbonilacdo de proteinas, foi possivel verificar que houve aumento a
proteinas no grupo CLP nas doses de 0,25mg/kg e 1mg/kg de m-
anfetamina. Sugere-se entdo que a sepse ndo predispbe dano oxidativo
em modelo animal de mania. Interessantemente houve uma inducédo
comportamental no grupo CLP com M-AMPH, mas sem inducdo de
dano oxidativo, ou seja, pode ser que outra via esteja envolvida na
expressdo comportamental.

De acordo com a literatura, as neurotrofinas fazem parte nos
processos de meméria e cogni¢do. Em modelo animal de mania por d-
AMPH foi verificado aumento dos niveis de BDNF (Frey et al., 2006).
Em outro estudo foi observado aumento significativo de BDNF e NGF
em modelo animal de mania (Valvassori et al., 2011). Recentemente foi
demonstrada diminui¢cdo nos niveis de BDNF, NGF e GNDF nas
estruturas cerebrais de cortex pré-frontal e hipocampo (Varela et al.,
2013). Em contrapartida em modelo animal de sepse também ja esta
descrito que hd uma diminuicdo de BNDF e aumento de NGF no
hipocampo (Comim et al., 2010).

Os resultados desse estudo mostram que houve uma diminuigédo
de BDNF, NGF e GDNF no grupo CLP. Entretanto foi possivel
observar uma diminuicdo nos niveis de BDNF no grupo CLP com
administracdo das doses de 0,25mg/kg e 1mg/kg de m-AMPH. Os niveis
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de NGF houve aumento no grupo CLP com a dose de 0,25mg/kg e
diminuicdo com a dose 0,5mg/kg. Ja os niveis de GDNF foi verificado
aumento no grupo CLP com as doses de 0,25mg/kg e 0,5mg/kg.

Até o momento, apenas um estudo traz o tratamento de Litio
(farmaco usado para tratamento do transtorno bipolar) em modelo
animal de sepse, sendo que esses resultados mostram que apés
administracdo de Litio houve uma diminuicdo de citocinas prod-
inflamatdrias (IL-1B, IL-6, TNF-a), indicando uma possivel agdo
terapéutica para a sepse (Albayrak et al., 2013). Até a data, ndo foi
possivel verificar a exata relacdo de sepse com risco para transtorno
bipolar. Resultados desse trabalho mostram que a sepse predispde uma
alteracdo comportamental, alteracdo nos niveis de neurotrofinas, e
portanto sem alteragdo de dano oxidativo em modelo animal de mania.
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6 CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que ndo houve expressdo das proteinas
DARP 32 e NCS1 nas estruturas estudadas, porém no hipocampo
observou-se uma diminuicdo de NCS1 48h apos a sepse. Sugerindo um
dano inicial ndo suficiente para atingir outras estruturas.

Quando comparados 0s animais sépticos submetidos aos modelos
animais de transtornos com os animais controles, sugere-se que a sepse
suscetibilizou ao comportamento de esquizofrenia, 0 mesmo néo
ocorrendo com o estresse oxidativo. Nos outros modelos a sepse nédo
induziu ao transtorno depressivo e nem maniaco tanto bioguimicamente
como comportamentalmente.

Isso sugere que outra via esteja envolvida nesse processo e que
estudos adicionais ainda precisam ser realizados para maiores
esclarecimentos sobre 0 assunto.
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Universidade do Extremo Sul Catarinense

Comisséo de Etica no Uso de Animais

Resolucdo i
A Comissdo de Efica no Uso de Amimais, normatizada pela Resolugdo n.
02/2011/Cadmara Propex e pela Lei Federal 11.794/08, analisou o projeto abaixo.

Protocolo: 051-2014-02
Professor responsavel: Josiane Budni

Equipe: Felipe Dal-Pizzol, Clarissa M. Comim, Bruna Pescador Mendonga,
Monique Michels, Gislaine Zilli Réus.

Titulo: “A sepse como fator de risco para o desenvolvimento de transtorno
depressivos em ratos Wistar adultos™

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metfodoldgicos. Toda e
qualquer alferagdo do Projeto devera ser comunicada @ CEUA. Foi autorizada a
utilizagdo do total de 56 Ratos Wistar, com 60 dias, pesando aproximadamente
300 g. Os membros da CEUA ndo participaram do processo de avaliagdo dos
projetos em que consfam como pesquisadores. Para demais dividas, contatar a
CEUA pelo e-mail ceuva@unesc.net.

The Ethics Commitee on Armimal Use on Research, sanctioned by the
resolution number 02/2011/Camara Propex, in accordance with federal law number
11.794, has analyzed the following Project:

Protocol number: 051-2014-02

Principal Investigator: Josiane Budni

Researchers: Felipe Dal-Pizzol, Clanssa M. Comim, Bruna Pescador Mendonga,
Monigue Michels, Gislaine Zili Réus

Project title: “Assessment of behavioral and biochemical sepsis as a nisk factor for
developing depressive disorder in adult Wistar rats”™

The project was Approved in its ethical and methodological aspects. Any
alferation of the onginal version of this project must be previously submitted to the
Commitee for further analyzes. May you have further questions, please contact us
on www._unesc.net/propex/ceua or by e-mail: ceua@unesc.net.

Criciiima, 22 de outubro de 20714,
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Coordenador da CEUA
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Resolucdo i
A Comissdo de Etica no Uso de Animais, normatizada pela Resolugdo n.
02/2011/Cédmara Propex e pela Lei Federal 11.794/08, analisou o projeto abaixo.

Protocolo: 070-2014-02

Professor responsavel: Josiane Budni

Equipe: Felipe Dal-Pizzol, Clarissa M. Comim, Bruna Pescador Mendonga,
Samira Valvassor

Titulo: “Sepse como fator de sensibilizagdo para o desenvolvimento de
comportamento do tipo maniaco em ratos Wistar submetidos ao modelo
animal de mania induzido por diferentes doses de anfetamina.”

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodologicos. Toda e
qualquer alteragdo do Projeto deverd ser comunicada & CGEUA. Foi autorizada a
utilizagdo do total de 112 Ratos Wistar, com 60 dias, pesando aproximadamente
250 g. Os membros da CEUA ndo participaram do processo de avaliagdo dos
projefos em que constam como pesquisadores. Para demais dividas, contatar a
CEUA pelo e-mail ceva@unesc.nef.

The Ethics Commitee on Amimal Use on Research, sanctioned by the
resolution number 02/2011/Camara Propex, in accordance with federal law number
11.794, has analyzed the following Project:

Protocol number: 070-2014-02

Principal Investigator: Josiane Budni

Researchers: Felipe Dal-Pizzol, Clarissa M. Comim, Bruna Pescador Mendonga,
Samira Valvassori

Project title: “Sepsis as awareness factor for the development of the manic
type behavior in rats submitted to an animal model of mania induced by
different doses of amphetamine.”

The project was Approved in its ethical and methodological aspects. Any
alteration of the original version of this project must be previously submitted to the
Commitee for further analyzes. May you have further questions, please contact us
on www.unesc.netipropex/ceua or by e-mail: ceua@unesc.net.

Criciima, 16 de dezembro de 2014.
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Coordenador da CEUA
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X e
Resolugado z

. A Comissdo de FEtica no Uso de Animais, normatizada pela Resolugdo n.
02/2011/Cémara Propex de acordo com a Lei Federal 11.794, analisou o projeto abaixo.

Protocolo: 041/2013-2

Professor Responsdvel: Alexandra I. Zugno.
Equipe: Jodo Luciano Quevedo, Felipe Dal-Pizzol, Clarissa M. Comim, Ana Maria Volpato,
Bruna Pescador Mendonga e Monique Michels. '

\

Titulo: “A sepse como fator de risco para o0 desenvolvimento de transtorno de esquizofrenia
© em ratos Wistar adultos”.

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodoldgicos. Toda e qualquer
.alteragdo do Projeto deverd ser comunicado a CEUA. Foi autorizada a utilizagdo de 240
Wistar 11 e 60 dias 50g a 200g . Os membros da CEUA ndo participaram do processo de
avaliagdo dos projetos em que constam como pesquzsadores Para demais diividas, contatar a
~ CEUA pelo e-mail ceua(“une.s( .net. -

The animal research Ethics Commitee, sanctioned by ' the resolution number
02/2011/Cémara Propex, in accordance with federal law number 11.794, has analyzed the
Jfollowing Project:

Protocol number: 041/2013-2

Principal Investigator: Alexandra I. Zugno.
Researchers: Jodo Luciano Quevedo, Felipe Dal-Pizzol, Clarissa M. Comzm Ana Maria
Volpato, Bruna Pescador Mendonga e Monique Michels.

Project title: “Assessment of behavioral and biochemical sepsis as a risk factor for
schizophrenia disorders in adult Wistar rats."

The project was Approved is its ethical and methodological aspects Any alteration of
the oriinal version of this project must be previously submitted to the Commitee for further
analyzes. May you have further questions, please contact uso n www .unesc.nel/propex/ceua or
by e-mail: ceua@unesc net.

N

Cricivmay 17 de setembro de 2013 :
ot gk
Patricia Fernanda Schuck ;
Coordenadora da CEUA
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@4 Universidade do Extremo Sul Catarinense UNESC g
k4 . Comisséo de Etica no Uso de Animais - CEUA EUA
unesc ACEVAy
Resolugdo

A Comisséo de Etica no Uso de Animais, reconhecido pela Resolugéo n. 02/2011/Camara Propex de
acordo com a Lei Federal 11.794, analisou o projeto abaixo.

Protocolo: 91/2011

Professor:

Jogo Quevedo

Tiiule: “AVALIAGAO DOS NIVEIS DE BDNF E NGF EM CEREBRO DE RATOS SUBMETIDOS AO
MODELO DE SEPSE POR LIGAGAO E PERFURAGAO CECAL ? CLP”.

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodolégicos. Toda e qualquer alterag@o do
Piojeto devera ser comunicado a CEUA. Os membros da CEUA né&o participaram do processo de

avaliaz@o dos projetos onde constam como pesquisadores. Para demais duvidas contatar a CEUA.
wwy/.Linesc.net/propex/ceua.

Criciima, 29 de novembro de 2011.

oth.o.

Coordenadora do CEUA
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@ &, Universidade do Extremo Sul Catarinense UNESC
. Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA _ACEUA
unesc B G2
Resolugao

O Comité de Etica no Uso de Animais, reconhecido pela Resolugdo n. 04/2008/Camara Propex de
acordo com a Lei Federal 1153/95 (Lei Arouca), analisou o projeto abaixo.

Projeto: 47/2009

Pesquisador:
Jo&o Quevedo

Titulo: Alteragdes cognitivas ocasionadas pela sepse: Evidéncias de estudos em modelos
animais”.

Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodolégicos, de acordo com a Lei Federal
1153/95 — Lei Arouca. Toda e qualquer alteragdo do Projeto devera ser comunicado ao CEUA. Os
membros do CEUA nao participaram do processo de avaliagio dos projetos onde constam como
pesquisadores

Criciima, 14 de setembro de 2009.

Carina Rodrigues Boeck
Coordenadora do CEUA
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ANEXO F — ARTIGO ACEITO PARA PUBLICAGAO

SEYNAPSE 68:474-479 (3014)

Evaluation of NCS-1, DARPP-32, and

Neurotrophins in Hippocampus and

Prefrontal Cortex in Rats Submitted
to Sepsis

CLARISSA M. COMIM,** NAPOLEAO C. SILVA,* FRANCIELLE MINA® DIOGO DGMINGUM’
AINL* HELINE 0.8 MORAIS," DANIELA V. ROSA," LUIZ ALEXANDRE V. MAGNO,*

GISELLI
EMILIO L. MARCO A ROMANO-SILVA* JOAOQ QUEVEDO xm FELIPE DALP-.L’

*Postgrad uate Program in Health Sciences, Laboratory of Experimental Newrosciences, Infectious Diseases Una

“Graduate Program in Health Sciences, Laboratory of Newr:

Uriversify of Sowth Santa Catarina, Palhoga, Sanda Cafarina, Brazl
Health 5 Ui, T
Santa Cataring, Criciima, Santa Cataring, Brazil
*Postgraduate Program in Health Sciences, Laboratory of Experimental Physiopathology, Health Sciences Unaf,
Universify of Southern Santa Cadarina, Criciiima, Sanda Cadaring, Brazil
*Laboratory of Neurossiences, Department of Menial Health, Faculty of Medicine, Federal University of Minas
Geraids, 30150100, Belo Horizonde, Minas Gerais, Braxil

“Center for Experimental Models in Prychiatry, Department of Psychiatry and Behavioral Sciences, The University

of Texm s Medical School ai Houston, Houston, Tems

EEY WORDS EDNF; NGF; brain; cognitive impairment

ABSTRACT Sepas is defined as the host's reaction to infection and it is character-
ized by a systemic inflammatory response with important chinical implications. Central
nervous system dysfunction secondary to sepsis is associated with local generation of
pro- and anti-inflammatory eytokines, impai red cerebral microcireul ation, disturbance of
neurotranamitters, apoptosis, and cogmtive impairment. It is known that during the pro-
cess of learning and memory formation several pathways are involved such as dopami-
nergic and cholinergic systems. Thus, the ohjective of this study is to evaluate the
neuronal caloum sensor (NCS-1) and dopamine-cAMP regulated phosphoprotein of
32,000 kDa (DARPP-32) expression as well as brain-derived neurctrophic factor (BDNTF)
and nerve growth factor (NGF) levels in prefrontal cortex and hippocampus of rats 12,
24, and 48 h after sepsis induction. To this aim, we used sham-operated Wistar rats or
submitted to the cecal ligation and perforation procedure. After 12 and 24 h, there was
an increase of NGF levels in hippocampus; and up to 48 h, a decrease of NCS-1 expres-
sion in prefrontal cortex, a decrease of BDNF levels in hippocampus and an increase of
NGF levels in hippocampus In conclusion, we believe that the low expression of NCS-1
in prefrontal cortex and low levels of BDNF in lippocampus may be associated with the
pathophysiology of cognitive impairment during sepsis and a putative role of the dopami-

ty of Southern

nergic system. Synapse G8:474-479, 2014.

INTRODUCTION

Central nervous system (CNS) dysfunction second-
ary to sepsis can oceur in 8-T0% of septic patients
and is associated with generation of pro- and ant-
inflammatory cytokines, impaired cerebral microcir-
culation, and an imbalance of neumtransmitters.
Additionally, once inflammation persists, the
increased excitotoxicity and oxidative stress may far-
ther aggravate and contribute to newronal dysfumne-
tion and degeneration (Comim et al., 20089a.b; Streck
et al., 2008) and, depending on the regions affected.
may lead to memory impairment (Iwashyna et al.,
M10; Tuon et al., 2008).

@ 2014 WILEY PERIODICALS, TNC.

2014 Wiley Pericdieals, Ine.

During the process of learning and memory forma-
tion, brain-derived neurotrophic factor (BDNF) and
nerve growth factor (NGF), both neurotrophins, may
play important roles. BDNF is thought to be respon-
sible for regulating neuronal survival, synaptic

Contract grant apmasr: {NPg, INESE, UNISUL.
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