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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo avaliar se a sepse sensibiliza o sistema dopaminérgico de
forma que exacerbe os efeitos comportamentais e bioquimicos da m-AMPH. Para isso, ratos
Wistar foram submetidos a ligadura e puncao cecal (CLP). Apos 30 dias do procedimento de
CLP, os animais foram submetidos a uma Unica injecéao intraperitoneal de solucdo salina ou m-
AMPH (0,25, 0,50 ou 1,0mg/kg). O comportamento locomotor foi avaliado 2 horas apés a
administracdo da droga. Foram dosadas as Interleucinas (IL), IL-1B, IL-6, I1L-10, fator de
necrose tumoral (TNF)-a, fosfoproteina regulada por dopamina-CAMP de 32.000 kDa
(DARPP-32) e niveis de sensor de célcio neuronal (NCS-1) foram avaliados no cortex frontal,
hipocampo e estriado. Além disso, os niveis do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF),
do fator de crescimento neuronal (NGF) e do fator neurotréfico derivado da glia (GDNF) foram
avaliados no hipocampo. A m-AMPH isoladamente (0,25 e 1,0 mg/kg) aumentou a locomogéo
e 0 comportamento exploratorio dos ratos em comparacao com Sham+Sal. Os animais do grupo
CLP + m-AMPH (0,5 e/ou 1,0 mg/kg) apresentaram aumento na locomog¢édo, comportamento
exploratério e de risco quando comparados ao grupo Sham+Salina e com seus respectivos
grupos Sham. Nos grupos CLP houve aumento dos niveis das citocinas em comparagdo ao
Sham+Sal. Entretanto, os animais com CLP que receberam m-AMPH (1mg/kg) aumentaram,
ainda mais, esses parametros inflamatorios em comparacao ao grupo Sham+Sal e ao grupo CLP
+ solucdo salina. A m-AMPH em doses mais baixas aumentou os fatores neurotréficos, mas
doses mais altas diminuiram esses parametros no cérebro de ratos com CLP. A m-AMPH
aumentou de forma dependente da dose os niveis de DARPP-32 e NCS-1 em ratos com ligadura
e puncdo cecal em algumas estruturas. Em concluséo, estes resultados demonstram que a sepse
sensibiliza as respostas dopaminérgicas comportamentais enquanto induz alteracdes nos niveis

de neurotrofinas e citocinas em resposta a m-AMPH em um modelo de ligadura e puncéo cecal.

Palavras-chave: Sepse; CLP; Citocinas; Neurotrofinas; Dopamina; Metanfetamina



ABSTRACT

The present study aimed to evaluate if sepsis sensitizes behavioral dopaminergic responses
induced by m-amphetamine. For this, Wistar rats were submitted to the cecal ligation and
puncture. After 30 days of cecal ligation and puncture procedure, the animals were submitted
to a single intraperitoneal injection of saline or m-amphetamine (0.25, 0.50, or 1.0mg/kg).
Locomotor behavior was assessed 2h after the administration. interleukin (IL)-1p, IL-6, IL-10,
tumor necrosis factor (TNF)-o, dopamine-CAMP-regulated phosphoprotein of 32,000 kDa
(DARPP-32) and neuronal calcium sensor (NCS-1) levels were evaluated in the frontal cortex,
hippocampus, and striatum. Also, brain-derived neurotrophic factor (BDNF), neuronal growth
factor (NGF) and glial derived neurotrophic factor (GDNF) levels were assessed in the
hippocampus. M-amphetamine alone (0.25 and 1.0mg/kg) increased rats' locomotion and
exploratory behavior compared to the Sham+Sal. Animals from the cecal ligation and puncture
+ m-amphetamine (0.5 and/or 1.0 mg/kg) group showed an increase in locomotion, exploratory
and risk-like behavior when compared to the Sham+Saline group and with its respective Sham
groups. cecal ligation and puncture increased interleukin levels compared to the Sham+Sal.
However, cecal ligation and puncture animals that received m-amphetamine (1mg/kg)
increased, even more, these inflammatory parameters compared to the Sham+Sal and the cecal
ligation and puncture+ saline group. m-amphetamine at lower doses increased neurotrophic
factors, but higher doses decreased these parameters in the brain of cecal ligation and puncture
rats. m-amphetamine dose-dependently increased DARPP-32 and NCS-1 levels in cecal
ligation and puncture rats in some structures. In conclusion, these results demonstrate that sepsis
sensitizes behavioral dopaminergic responses while inducing inflammatory and neurotrophic

vulnerability to m-amphetamine in a cecal ligation and puncture model.

Keywords: inflammation; cytokines; neurotrophic factor; dopamine; m-amphetamine
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1 INTRODUCAO

1.1 A SEPSE

A sepse consiste em um importante problema de satde publica em todo mundo com
elevadas taxas de morbidade e mortalidade. E a causa mais comum de mortalidade em Unidades
de Terapia Intensivas (UTIs) ndo coronarianas chegando a taxas de 50-60% (HOTCHKISS et al.,
2016; RELLO et al., 2017). Aproximadamente 25% dos pacientes criticos que necessitam de
admissdo em UT]Is apresentam-se com sepse (BRUN-BUISSON, 2006). No Brasil, 0s gastos com
pacientes em UTIs representam aproximadamente 30 a 35% dos custos globais com a éarea da
salde (MACHADO et al., 2017; SILVA et al., 2004).

As definicBes de sepse foram desenvolvidas inicialmente na conferéncia de consenso
de 1991 com uma atualizacao subsequente em 2001 que expandiu a lista de sinais e sintomas de
sepse para refletir a experiéncia clinica a beira do leito (SUAREZ et al., 2011). As definicoes
iniciais de sepse incluiram sepse (sindrome da resposta inflamatéria sistémica [SIRS] e suspeita
de infeccdo), sepse grave (sepse e disfuncdo organica) e choque séptico (sepse e hipotensao
refrataria mesmo com reposicdo adequada de fluidos). Sendo a SIRS definida pela presenca de no
minimo dois dos seguintes sinais: temperatura central > 38,3° C ou < 36°C ou equivalente em
termos de temperatura axilar; frequéncia cardiaca > 90 bpm; frequéncia respiratéria > 20 rpm, ou
pressao parcial de CO2 (PaCO>) < 32 mmHg; leucdcitos totais > 12.000/mms, ou < 4.000/mm3, ou
presenca de > 10% de formas jovens — desvio a esquerda (Sigfrido Rangel-Frausto et al., 1995).

Na conferéncia de consenso de 2016 revisada em 2018, a sepse € definida como uma
sindrome caracterizada por disfuncdo organica ameagadora a vida, causada por uma resposta
desregulada do hospedeiro a infeccdo. A presenca dos critérios da sindrome da resposta
inflamatdria sistémica (SIRS) ndo é mais necessaria para a definicdo (SINGER et al., 2016). A
disfuncéo organica é definida pela presenca de no minimo dois dos seguintes sinais: hipotenséo;
oliguria ou elevagdo da creatinina; necessidade de O para manter SpO. > 90%; contagem de
plaquetas < 100.000/mms3 ou reducdo de 50% no ndmero de plaquetas em relagdo ao maior valor
registrado nos dltimos 3 dias; lactato acima do valor de referéncia; rebaixamento do nivel de
consciéncia; agitacao; delirium e aumento significativo de bilirrubinas (Sigfrido Rangel-Frausto
etal., 1995).

Sabe-se que diversos microrganismos podem desencadear a sepse, no entanto o
modelo original para sepse foi a resposta imune a endotoxina, um lipopolissacarideo (LPS)
encontrado nas paredes celulares de bactérias Gram-negativas (DEITCH, 2005). A endotoxina é

um excelente exemplo de um padrdo molecular associado a patégenos (PAMP). Celulas do sistema
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imune tém receptores que reconhecem diferentes tipos de PAMPs. Os receptores do tipo Toll
(TLR) e os receptores de lecitina na superficie celular reconhecem uma variedade de moléculas
microbianas desencadeando respostas inflamatorias. Uma vez ativadas, as células imunes
produzem fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucina 1 (IL-1), interleucina 1B (IL-1PB),
interleucina 6 (IL-6), quimiocinas, espécies reativas de oxigénio (EROs) e mediadores lipidicos
como prostaglandinas (PGs) e leucotrienos (LTs), contribuindo para o estado pré-inflamatorio
(GOTTS; MATTHAY, 2016; KUMAR, 2020).

Na sepse, ocorre uma resposta inflamatdria exacerbada, caracterizada pela
superproducéo de mediadores e pela excessiva ativagéo celular, resultando em disfuncdo organica
(ISKANDER et al., 2013). Nesse estado pré-inflamatorio da sepse observa-se também ativacdo
das células endoteliais e superproducdo de Oxido nitrico (NO), promovendo aumento de
permeabilidade vascular e edema tecidual sistémicos, que tém consequéncias deletérias tanto no

aporte de nutrientes como na remocdo de metabolitos (OKUYAMA et al., 2018).

1.2 SEPSE E SISTEMA NERVOSO CENTRAL

A sepse também pode provocar disfuncdo severa do sistema nervoso central (SNC),
ocasionada por diversos mecanismos patogénicos desencadeados por respostas do hospedeiro a
infecgdo como a acdo de mediadores inflamatdrios no cérebro ou uma resposta citotoxica mediada
por esses mediadores nas células cerebrais (COMIM; CASSOL-JR; et al., 2011; STRECK et al.,
2008).

No cérebro, as respostas imunoldgicas sdo minuciosamente controladas. Esta
regulacdo, em parte, depende da barreira hematoencefélica (BHE) e, também, através da
modulacdo da resposta das células residentes do cérebro, mais especificamente a micrdglia e 0s
astrécitos e, em menores proporcdes, 0s neurénios. A micréglia € a principal célula imunoldgica
residente do cérebro. Ela tem por atribuicdo conferir imunidade inata, porém, os astrdcitos e
oligodendrdcitos, também se encontram envolvidos na resposta inflamatéria neural (TAYLOR;
MAIN; CRACK, 2013). A microglia residente no cérebro saudavel exibe um fendtipo de repouso,
entretanto, sofre ativacdo quando submetida a tensdes, como a invasdo do patdgeno, lesdes ou o
acumulo de proteinas toxicas, iniciando respostas imunes para estimular o reparo dos tecidos,
fazendo a detoxificacdo de detritos e células apoptoticas. Sua atuacdo promove a homeostase
cerebral através da producdo do fator neurotrofico derivado do cérebro (BDNF), fator 1 de
crescimento tipo insulina (IGF-1) e citocinas anti-inflamat6rias como a interleucina 10 (IL-10)
(GABRYSOVA et al., 2014).
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Em resposta a estimulos inflamat6rios como na sepse, a micréglia é uma das primeiras
células a sofrer ativacdo. As citocinas IL-1 e TNF-a estdo relacionadas com processos que levam
a ativacdo da micrdglia e subsequentemente a amplificacdo do processo neuroinflamatério levando
a danos neuronais (TAYLOR; MAIN; CRACK, 2013). O descontrole dos estimulos inflamatérios
pode acarretar na superproducdo de fatores neurotoxicos, contribuindo para disfuncéo
mitocondrial e vascular, dano oxidativo, distdrbios de neurotransmissores e morte celular (BOZZA
etal., 2013).

A ativacdo da microglia, observada consistentemente na sepse, também desencadeia a
liberagdo macica de glutamato, exacerbando ainda mais o quadro de excitotoxicidade. A morte
neuronal induzida por glutamato pode se dar por ativacdo de receptores NMDA levando a entrada
excessiva na célula de Na* e Ca®* e pela inibicdo da recaptacdo de cisteina, fatores esses que, em
conjunto, levam ao estresse oxidativo (LIN et al., 2015).

A interface entre 0 SNC e o sistema circulatorio constitui a barreira hematoencefalica
(BHE) nos mamiferos. E formada por uma associagio entre astrécitos, pericitos e células
endoteliais, promovendo a homeostase do parénquima cerebral, regulando o fluxo sanguineo
capilar e atividade sinaptica, criando um microambiente favoravel ao funcionamento neuronal,
papel esse que depende da integridade das células endoteliais da microcirculacdo no cérebro
(ABBOTT; RONNBACK; HANSSON, 2006; PAPADOPOULOS et al., 2000). Durante a sepse
ocorre ativacao das células endoteliais, resultando na disfuncdo da BHE permitindo a entrada ou
a estimulacdo da sintese e liberacdo de varios mediadores inflamatérios e moléculas tdxicas no
cérebro, causando danos as células neuronais (BOZZA et al., 2010). A disfuncdo da BHE ainda
pode provocar uma alteracdo severa nos fluxos diferenciais de numerosas substancias entre o
plasma e o liquido cerebrospinal (DAL-PI1ZZOL et al., 2013; HUGHES et al., 2016).

Na sepse, sabe-se que ocorrem alteracGes na estrutura e funcbes da mitocondria
dependente da acdo das EROs, enquanto a disfuncdo da mitocondria também pode agravar a sepse
gerando EROs e espécies reativas do nitrogénio (ERNs) (ANDRADES et al., 2011). Associado a
alteracdo da funcdo mitocondrial na sepse com o aumento de citocinas prd-inflamatdrias, ocorre a
ativacdo neutrofilica e, entre uma de suas respostas contra a infecgéo, ocorre a producdo aumentada
de EROs e ERNs (ANDRADES et al., 2011; LANGE et al., 2012). Em concentracgdes elevadas,
tais espécies geram o estresse oxidativo, ou seja, um processo deletério celular a lipidios de
membrana, proteinas e DNA (SINGER, 2014).

O cérebro é particularmente vulneravel ao estresse oxidativo devido ao seu alto
consumo de oxigénio e presenca de lipidios facilmente oxidaveis. Dessa forma, os produtos da

peroxidacado lipidica podem causar dano cerebral (HALLIWELL, 2006). Sabe-se que a resposta
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inflamatoria por acéo das citocinas ou de EROs provocam dissociacao das juncGes presentes entre
as células endoteliais da BHE, diminuindo a protecdo as células do SNC, ocorrendo a formacéo
de edema e lesdo encefalica, além de favorecer o estado de neuroinflamacdo pela ativacédo
microglial (DE BOCK et al., 2013). Uma vez que a inflamacéo persiste, ha um aumento na
excitotoxicidade por glutamato, dano oxidativo e alteragdes importantes no metabolismo
energeético, agravando a encefalopatia séptica e contribuindo para a disfuncdo e a degeneracédo
neuronal (COMIM; CONSTANTINO; et al., 2011).

Adicionalmente, estudos bioquimicos e comportamentais em humanos e animais vém
demonstrando fortes evidéncias de que as citocinas inflamatdrias podem interferir sobre sistemas
de neurotransmiss@es catecolaminérgica, gabaérgica, colinérgica e glutamatérgica (ADAM et al.,
2013). Ainda neste contexto, o sistema dopaminérgico pode estar prejudicado no cérebro séptico
(COMIM; CONSTANTINO; et al., 2011; STRECK et al., 2008), levando a danos neuronais e,

consequentemente, comprometimento comportamental e cognitivo.

1.3 SISTEMA DOPAMINERGICO

A dopamina (DA), um neurotransmissor da familia das catecolaminas, é sintetizada
por neurdnios dos nucleos da base que se projetam por diferentes vias (mesolimbica, mesocortical,
nigroestriatal e tubero-infundibular). Este neurotransmissor participa do ciclo sono-vigilia
(DZIRASA et al., 2006), é critico para a motivacdo, recompensa e aprendizado (WISE, 2004) e
modula o controle do movimento voluntario (SCHULTZ, Wolfram, 2007).

A DA é sintetizada a partir de tirosina por duas reacdes sequenciais catalisadas pelas
enzimas tirosina hidroxilase (TH), formacdo de 3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA), e
descarboxilase de L-aminoacidos arométicos (AAAD) (Figura 1). A dopamina livre no citosol é
rapidamente captada pelo transportador vesicular de monoaminas (VMAT) que utiliza um
gradiente eletroquimico de prétons para transporta-la para o interior das vesiculas, sendo que este
apresenta duas isoformas: VMAT-1, presente na periferia, e VMAT-2, localizado em estruturas
do sistema nervoso central (SNC) (ERICKSON; EIDEN; HOFFMAN, 1992). As vesiculas
contendo o neurotransmissor fundem-se a membrana do neurdnio pré-sinaptico, apds influxo de
calcio pelos canais de célcio sensiveis a voltagem (STAAL; MOSHAROQV; SULZER, 2004).
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Figura 1: Sintese e metabolismo da DA. A DA ¢ sintetizada pelos neurdnios dopaminérgicos pela hidroxilagdo do
aminodcido L-tirosina a L-DOPA pela enzima tirosina hidroxilase. O composto LDOPA sofre descarboxilacdo pela
acdo da dopamina descarboxilase, formando DA. Os neur6nios dopaminérgicos degradam a DA em &cido 3,4-
diidroxifenilacético (DOPAC) pela acéo da monoamina oxidase (MAO). O metabdlito DOPAC difunde-se para fora
das células dopaminérgicas, podendo ser convertido a 4&cido homovanilico (HVA) pela enzima catecol metiltransferase
(COMT). A DA que nao foi recaptada é degradada por células da glia, que a convertem em 3-metoxitiramina (3-MT),
que é posteriormente oxidado pela MAO para formar HVA (KLEIN et al., 2019).

Ap0s a liberacdo e interacdo da DA com receptores pds-sinépticos especificos ocorre
a recaptacdo pelo transportador de DA (DAT) e posterior degradagédo, no citosol, em produtos
inativos pela monoamino oxidase (MAO) e pela catecol metiltransferase (COMT). Esses produtos
sdo 3-metoxitiramina (3-MT), acido diidroxifenilacético e o acido homovanilico (HVA) (Figura
1) (THORPE et al., 1987).

Os receptores dopaminérgicos especificos sdo encontrados no sistema nervoso central
e periférico e em diversos tecidos ndo neuronais. Existem 5 tipos de receptores D1, D2 D3, D4 e
D5. Ao passo que os receptores D1 e D2, abundantemente expressos, foram detectados por
métodos bioquimicos e farmacolégicos, os menos abundantes D3, D4 e D5 sé recentemente foram
detectados (OAK; OLDENHOF; VAN TOL, 2000). Os receptores da DA estdo associados a
proteinas G e podem ser classificados em duas grandes familias com base em caracteristicas
bioquimicas, farmacoldgicas e moleculares. A superfamilia dos receptores semelhantes a D1
(receptores D1-like) inclui os receptores D1 e D5. Estes receptores estdo ligados a estimulacéo da
adenilato ciclase ativada por dopamina. A superfamilia dos receptores semelhantes ao D2 inclui
os receptores D2, D3 e D4. Estes receptores ou estdo ligados & inibicao da adenilato ciclase ou ndo

estdo relacionados com a referida enzima. A multiplicidade de respostas de sinalizacdo esta
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relacionada com o acoplamento de proteinas G a cada receptor, e cada receptor pode interagir com
mais de um tipo de proteina G. As interagdes entre proteinas G e receptores geram efeitos
fisiolégicos que ora aumentam ora diminuem a resposta inicial do receptor e estimulam vias
aparentemente distintas (MISSALE et al., 1998).

A fosfoproteina regulada por AMPc e dopamina de peso molecular-32 kDa (DARPP-
32), e sensor neuronal de célcio (NCS-1), sdo duas proteinas envolvidas na regulacéo do sistema
dopaminérgico, ambas a jusante na transducao da sinalizacdo da DA (CATONI; CALI; BRINI,
2019; SCHEGGI; DE MONTIS; GAMBARANA, 2018).

A DARPP-32 tem desempenhado um papel central na compreensdo da sinalizagdo
dopaminérgica (GIRAULT; NAIRN, 2021). Localiza-se em neurdnios que possuem receptores
dopaminérgicos sendo identificada como o maior alvo dos produtos da adenilato ciclase ativada
por dopamina (Fig 2). Existindo disponibilidade de adenosina monofosfato ciclico (AMPc), ocorre
ativacdo da proteina quinase sensivel a AMPc (PKA) que por sua vez atua fosforilando a DARPP-
32 no residuo de treonina na posicdo 34 (Thr34), passando a atuar como potente inibidor da
proteina fosfatase 1 (PP-1). A PP1, cuja atividade € modulada pela DARPP-32, é capaz de regular
0 estado de ativacdo de diversos canais i0nicos, receptores e fatores de regulacdo da transcricao
génica (HSIEH-WILSON et al., 1999; KLEIN et al., 2019).
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Figura 2: Sinalizagdo dopaminérgica em neurdnios pos-sindpticos. Apés a estimulacdo dos receptores D1, e com
a disponibilidade de AMPc, ocorre a ativagdo da proteina quinase A (PKA), que, por sua vez, fosforila a DARPP-32
no residuo de treonina na posicdo 34 (Thr34). Quando fosforilada, a DARPP-32 se torna um potente inibidor da
proteina fosfatase 1 (PP1). A PP1, cuja atividade é modulada pela DARPP-32, regula o estado de ativagdo de diversos
canais i0nicos, receptores e fatores de transcricdo génica. Em contrapartida, a ativagdo dos receptores D2 reduz a
fosforilagdo da DARPP-32 em Thr34, diminuindo a inibigdo da PP1. (Greengard et al., 1999 modificado)

Evidéncias sugerem o envolvimento da NCS-1 no processo de facilitacdo da
neurotransmissdo e, possivelmente, em certos transtornos do sistema nervoso, como a
esquizofrenia e o transtorno bipolar. Trabalhos tém mostrado que a NCS-1 ocupa uma posicao
“chave” na regulagdo de diversas vias de sinalizagdo intracelular. Esta é capaz de inibir/ativar
canais de célcio e potassio dependentes de voltagem, ativar a calcineurina e a éxido nitrico sintase,
inibir a guanilato ciclase, dessensibilizar receptores de DA D2, ativar a fosfatidilinositol 4-
hidroxiquinase-f do tipo IIT (PI4Kp-111) dentre outras (KABBANI et al., 2002).

O desequilibrio do sistema dopaminérgico vem sendo relacionado a uma série de
distdrbios como comportamento estereotipado e hiperlocomogdo (CHARTOFF et al., 2004).
Estudos de microdialise tém mostrado que drogas de abuso aumentam a DA extracelular e imagens
cerebrais tém mostrado uma correlagdo entre euforia e aumento da DA extracelular induzido por
psicoestimulantes (DI CHIARA et al., 2004). Também podemos citar seu envolvimento em

doencas como a esquizofrenia, que é causada principalmente pela superestimulacédo de receptores
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dopaminérgicos D2 (GRACE, 2016) ,enquanto a doenca de Parkinson esté relacionada a deplecéo
progressiva de neurdnios dopaminérgicos (KALIA; LANG, 2015). Muitas doencas que afetam o
sistema dopaminérgico como parte de sua fisiopatologia também sdo acompanhadas de alteracdes

comportamentais e de parametros inflamatérios (MAROGIANNI et al., 2020).

1.4 FATORES NEUROTROFICOS

As neurotrofinas, como BDNF, NGF e GDNF, sdo proteinas homodimericas
reguladoras da neurogénese, crescimento, diferenciacdo e plasticidade da rede neuronal, morte
celular, migracdo e diferenciacdo fenotipica, estando associadas ainda a inflamacdo e
desmielinizacdo autoimune (BARDE, 1996; BUDNI et al., 2015; GOMEZ-PALACIO-
SCHIJETNAN; ESCOBAR, 2013). Os fatores neurotroficos, parecem estar implicados na base
fisiopatoldgica de diversas doencas neurodegenerativas e psiquiatricas, sendo caracterizadas como
biomarcadores de varios distirbios do humor e como alvo molecular chave no desenvolvimento
de farmacos para tratamento de distdrbios neurolégicos (MCPHEE; DOWNEY'; STOUGH, 2020).

A expressdao de BDNF no sistema nervoso central € modificada por varios tipos de
insultos cerebrais (estresse, isquemia, convulsdo, hipoglicemia etc.), e alteracGes nesta expressdo
podem contribuir para algumas patologias como depressdo, Doenca de Alzheimer e Doenga de
Parkinson (LU; NAGAPPAN; LU, 2015). De acordo com a hip6tese neurotréfica da depressao, o
estresse é um dos principais fatores associados a reducdo da atividade do BDNF, o que resulta na
diminuicao da funcédo das regides limbicas do cérebro envolvidas no processamento de emogdes e
cognicdo (CHEN et al., 2020).

Em estudo pré-clinico foi demonstrado que em 12, 24 e 48 horas ap0s a indu¢do do
modelo animal de sepse por CLP houve a reducdo da expressdo de NCS-1 no hipocampo,
acompanhada por uma reducdo nos niveis de BDNF. Esse achado sugere que alteracdes no NCS-
1 e no BDNF cerebrais podem estar associados a alteracGes comportamentais em ratos
sobreviventes a sepse. Além disso, o suposto papel do sistema dopaminérgico na fisiopatologia da
sepse também foi sugerido (COMIM et al., 2014). No entanto, faltam informacdes sobre as
consequéncias a longo prazo da sepse nos parametros de sinalizacdo dopaminérgica. E importante
observar que a anfetamina crénica pode levar a um comportamento semelhante a mania e a
diminuicao de fatores neurotréficos, como BDNF, NGF e GDNF, dependendo da dose e do tempo
de tratamento (FRIES et al., 2015; VALVASSORI; MARIOT; et al., 2019)



22

1.5 MODELO ANIMAL DE SEPSE

O primeiro modelo animal de sepse foi proposto na década de 1930 utilizando-se a
endotoxina para reproduzir as manifestacdes clinicas observadas na sepse. No entanto, embora
este trabalho tenha fornecido informacdes importantes, o fato de os animais morrerem muito mais
rapidamente do que o observado na prética clinica foi uma limitacdo reconhecida. Atualmente,
existem quatro tipos de modelos de sepse intra-abdominal. Estes incluem a instilagdo intra-
abdominal de produtos bacterianos, pellets fecais, indculos bacterianos definidos ou a criacéo de
uma fonte enddgena de contaminacéo fecal (DEITCH, 2005).

O modelo de sepse por LPS é baseado na nogédo de que é a resposta do hospedeiro as
bactérias, e ndo o patdgeno em si, que leva & mortalidade e faléncia de 6rgdos. Nesse paradigma,
acredita-se que o choque séptico e a sindrome de disfuncdo de multiplos 6rgaos sejam secundarios
a ativacdo de sistemas imunoinflamatérios humorais e celulares derivados do hospedeiro,
desencadeados por produtos bacterianos, como a endotoxina (DEITCH, 2005).

Os modelos de pellets fecais foram desenvolvidos inicialmente nas décadas de 1960 e
1970, quando os pesquisadores tentavam separar os fatores associados ao desenvolvimento de
peritonite daqueles que levam a formacdo de abscesso. Neste modelo, as fezes sdo geralmente
administradas junto com um adjuvante, como bério dentro de um granulo, em uma cépsula de
gelatina ou como parte de um coagulo de fibrina. Esses materiais adjuvantes, bem como o uso de
capsulas soltveis ou coagulos de fibrina, foram usados nesses modelos fecais para prevenir a
rapida eliminacdo das bactérias fecais pelo hospedeiro e para prolongar o processo da doenca, bem
como para modular a taxa de mortalidade. A taxa de mortalidade desses modelos é dependente da
dose e da composicdo bacteriana das fezes utilizadas, varidveis de dificil controle (BARTLETT et
al., 1978).

Modelos de inoculo bacterianos definidos sdo semelhantes aos modelos de pellets
fecais, com a excecdo de que as bactérias inoculadas no peritonio sdo definidas. Neste sistema
modelo, geralmente, uma cepa de Escherichia coli misturado com contetdo cecal esterilizado (ou
outros adjuvantes) é administrado para simular a peritonite humana. Tanto os modelos de indculo
bacteriano definidos, como os modelos de pellets fecais, foram usados para modelar o abscesso
intra-abdominal. No entanto, é importante reconhecer que esses modelos experimentais de
abscesso intra-abdominal ndo estdo associados a morte e, como tal, ndo mimetizam sepse
abdominal humana letal. Assim, os modelos de abscesso intra-abdominal, embora Uteis para
estudar a fisiopatologia da formacé&o de abscesso, ndo sdo tdo bons para modelar a sepse abdominal
em humanos (DEITCH, 2005).
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Podemos considerar a CLP como o prot6tipo classico de modelo de criagdo de uma
fonte enddgena de contaminagdo fecal. O modelo CLP est associado a sepse polimicrobiana,
bacteremia, uma fase hiperdindmica precoce e uma fase hipodindmica tardia. Uma vantagem deste
modelo é que a taxa de mortalidade e o tempo até a morte podem ser modulados pelo tamanho da
agulha usada para criar um orificio no ceco ligado, bem como pelo nimero de puncdes
(WICHTERMAN; BAUE; CHAUDRY”, 1980). Devido sua aplicabilidade, o CLP se tornou um
dos modelos de sepse intra-abdominal mais comuns usados em estudos que investigam a
fisiopatologia e o tratamento da sepse abdominal e suas consequéncias sistémicas (DEITCH,
2005). O procedimento CLP é o modelo padrdo ouro para induzir inflamacdo sistémica e suas
alteracdes parecem ter um curso mais prolongado do que outros modelos de sepse (SEEMANN;
ZOHLES; LUPP, 2017). Estudos mostram que aumento da permeabilidade da barreira
hematoencefalica, niveis de citocinas e parametros oxidativos podem ser observados no cérebro
24 horas ap6s a CLP (FLORENTINO et al., 2020; YU et al., 2014).



24

2 JUSTIFICATIVA

Estda bem descrito que alteracbes dopaminérgicas podem alterar as respostas
comportamentais e a expressdo dos niveis de fatores neurotréficos (FRIES et al., 2015). Além
disso, os sistemas dopaminérgicos estdo relacionados com citocinas liberadas em resposta ao
estresse e a sepse (BEISHUIZEN; THIJS; WILLIAMS, 2004). Neste contexto, a administracéo de
anfetaminas em ratos € uma excelente ferramenta para desafiar o sistema dopaminérgico,
avaliando 0s mecanismos comportamentais e subjacentes a DA em varios modelos
(VALVASSORI; MARIOT; etal., 2019). Isso ocorre porque as anfetaminas estimulam a exocitose
vesicular da DA, além de induzirem o transporte reverso desse neurotransmissor pelos
transportadores de recaptacdo, aumentando dramaticamente seus niveis extracelulares (HEAL et
al., 2013).

Este estudo investigou a hipGtese de que a sepse sensibiliza as respostas
comportamentais induzidas pela m-AMPH aguda, ao mesmo tempo em que provoca alteragdes de
parametros inflamatorios e neurotréficos. A sepse, uma condicdo de inflamacao sistémica severa,
pode causar disfuncdes neuroldgicas devido a resposta inflamatdria exacerbada. A m-AMPH, que
aumenta a liberacdo de DA, foi utilizada para avaliar as respostas comportamentais. Pardmetros
inflamatorios (IL-1p, IL-6, IL-10 e TNF-a), de sinalizagdo dopaminérgica (DARP-32 e NCS-1) e
fatores neurotréficos (BDNF, NGF e GDNF) foram medidos para investigar a inter-relacdo entre
a resposta inflamatdria e as alteracdes neuroquimicas induzidas pela sepse, além do possivel papel

do sistema dopaminérgico na fisiopatologia da sepse.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar os efeitos da sepse sobre respostas comportamentais e inflamatérias apos

estimulacdo dopaminérgica com m-anfetamina em ratos Wistar.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos da sepse sobre o comportamento locomotor e exploratério de ratos
Wistar por meio do teste do campo aberto (CA), ap6s a estimulacdo dopaminérgica com m-
anfetamina;

Avaliar os efeitos da sepse sobre parametros inflamatorios (niveis de IL-1p, IL-6, IL-
10, e TNF-a), por meio de imunoensaio enzimatico com as estruturas do hipocampo, cortex frontal
e estriado de ratos Wistar, apos a estimulacdo dopaminérgica com m-anfetamina;

Avaliar os efeitos da sepse sobre a via de sinalizacdo dopaminérgica (niveis de NCS-
1 e DARPP), por meio de técnica de imunoblotting com as estruturas do hipocampo, cortex frontal
e estriado de ratos Wistar, apds a estimulacdo dopaminérgica com m-anfetamina;

Avaliar os efeitos da sepse sobre 0s niveis de BDNF, de NGF e de GNDF, por meio
de imunoensaio enzimatico no hipocampo de ratos Wistar, apos a estimula¢do dopaminérgica com

m-anfetamina.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

O presente foi executado dentro das diretrizes do CONCEA (Conselho Nacional de
Controle de Experimentacdo Animal). Todos os procedimentos foram submetidos para avaliagcdo
e aprovados sobre o protocolo 041/2013-2 (Anexo A) da Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense.

4.2 ANIMAIS

Este estudo utilizou ratos Wistar machos com 60 dias de idade provenientes da colonia
da Universidade do Extremo Sul Catarinense - UNESC. Os animais foram alocados em cinco
animais por gaiola (41 x 35 x 16 cm), sob temperatura (22+£1°C), umidade relativa (45-55%) e
ciclo dia/luz (12:12h, luz acesa as 06:00h). Os ratos tiveram livre acesso a alimentacdo (dieta
padrdo para animais de laboratério - NUVILAB CR-1®, Brasil) e &gua ad libidum. Todos os
experimentos foram realizados de acordo com o Guia do Instituto Nacional de Salde para o
Cuidado e Uso de Animais de Laboratorio e a Sociedade Brasileira de Neurociéncia e
Comportamento (SBNeC). O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais Experimentais da Universidade do Extremo Sul Catarinense.

4.3 MODELO ANIMAL DE SEPSE

Os ratos foram anestesiados pela via intraperitoneal (IP) com cetamina (80 mg/kg) e
xilazina (10 mg/kg). Em seguida, foi realizada uma laparotomia mediana de 3 cm para permitir a
exposicao do ceco ao intestino adjacente. O ceco foi ligado logo abaixo da juncdo ileo-cecal com
fio seda 3-0, mantendo assim a continuidade intestinal, e perfurado uma vez com agulha calibre
14. O ceco foi entdo espremido suavemente para expelir uma pequena quantidade de fezes do local
da perfuracdo e depois devolvido a cavidade peritoneal. Com suturas de seda 4.0, a laparotomia
foi fechada. Apds esse processo, todos os animais retornaram as suas gaiolas com comida e dgua
gratuitas. Os animais do grupo sham-operado foram submetidos a todos os procedimentos
cirurgicos, mas o ceco ndo foi ligado nem perfurado. Apds a cirurgia, 0 grupo com sepse recebeu
“suporte basico” (50 mL/kg de soro fisiologico imediatamente e 12 horas ap6s a CLP mais 30
mg/kg de ceftriaxona e 25 mg/kg de clindamicina a cada 6 horas por um total de 3 dias). O grupo
controle recebeu apenas 50 mL/kg de solucdo salina imediatamente e 12 horas ap0s a cirurgia, e 0

volume de solucéo salina correspondeu & administracao de antibiotico (HUBBARD et al., 2005).
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A taxa de mortalidade de ratos induzidos por CLP foi em torno de 30%, o que esta de acordo com
a literatura (GARCIA et al., 2023).

4.4 DESENHO EXPERIMENTAL

Recuperacdo
[ \
Ceftriaxona +
| Clindamicina | |
Suporte | |
basico
0 3 30 31
Grupos experimentais Bioquimica
« Sham + sal Inflamac3o
e Sham + m-AMPH 0.25 ||_-1B, ||_-6, IL-10 e TNF-a M-AMPH (0.25, 0.5,
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Figura 3: Representacio esquematica do desenho experimental do presente estudo. Os animais foram submetidos
ao modelo animal de ligadura e punc¢do cecal (CLP) para sepse. 30 dias ap6s a CLP, os ratos receberam uma Unica
administracdo de solucdo salina (Sal) ou m-anfetamina (m-AMPH — 0,25 mg/kg, 0,50 mg/kg ou 1,0 mg/kg). Apos 2
horas da administra¢do de sal ou m-AMPH, os animais foram submetidos ao teste de campo aberto. Os niveis de IL-
1B, IL-6, IL-10, TNF-a, fosfoproteina regulada por dopamina-cAMP de 32.000 kDa (DARPP-32) e sensor neuronal
de calcio (NCS-1) foram avaliados no cértex frontal, hipocampo e estriado. Os niveis de BDNF, NGF e GDNF
também foram avaliados no hipocampo

Trinta dias ap6s o procedimento de CLP, o0s animais receberam uma Unica injecdo ip de m-
AMPH (0,25; 0,50; ou 1,0 mg/kg) ou solucdo salina (NaCl 0,9%), de acordo com 0s grupos
experimentais: Sham + Sal; Sham + AMPH 0,25 mg/kg; Sham + AMPH 0,50 mg/kg; Sham +
AMPH 1,0 mg/kg; CLP + Sal; CLP + AMPH 0,25 mg/kg; CLP + AMPH 0,50 mg/kg; CLP +
AMPH 1,0 mg/kg. Os animais foram submetidos ao teste de campo aberto (OFT) duas horas ap6s
a injecdo IP. Imediatamente ap0ds o teste comportamental, os ratos foram mortos por decapitacéo
e o cérebro foi dissecado no cortex frontal, hipocampo e estriado. As amostras de cérebro foram
armazenadas a -80°C para avaliar ainda mais os niveis de IL-1p, IL-6, IL-10, TNF-0, DARPP-32,
NCS-1, BDNF, NGF e GDNF (Figura 3). A Tabela 1 descreve o n final de cada grupo para analise

comportamental e bioquimica.
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Tabela 1 - Namero de animais por grupo utilizados para anélises comportamentais e bioquimicas.

Grupo NUmero de animais ~ NuUmero de animais para
para analise analise bioquimica
comportamental
Sham + Sal 10 5
Sham + AMPH 0,25 mg/kg 12 5
Sham + AMPH 0,50 mg/kg 12 5
Sham + AMPH 1,0 mg/kg 13 5
CLP + Sal 09 5
CLP + AMPH 0,25 mg/kg; 09 5
CLP + AMPH 0,50 mg/kg 08 5
CLP + AMPH 1,0 mg/kg 10 5

4.5 TESTE DO CAMPO ABERTO

Todos os testes comportamentais foram realizados manualmente por dois pesquisadores
experientes e cegos para 0 experimento. O aparato utilizado para a realizacdo do CA consistiu em
uma caixa com piso de 60 x 60 cm dividida em nove quadrados iguais (20 x 20, um quadrado
central e oito quadrados periféricos) separados por linhas pretas. As paredes do aparelho séo de
fibra de vidro, com 50 cm de altura. Porém, a parede frontal é de vidro. Os animais foram
gentilmente colocados no aparelho para explorar a area por 5 min. Depois, 0 numero de
cruzamentos (quando os ratos atravessam os quadrados durante todo o periodo de teste); o nimero
de levantamentos (quando os ratos ficam apoiados nas patas traseiras durante o periodo de teste);
foram avaliados o tempo gasto no canto do aparelho CA, o tempo gasto no centro do aparelho OPT

e 0 tempo de laténcia para sair do primeiro quadrante (BROADHURST, 1960).

4.6 COLETA DAS AMOSTRAS CEREBRAIS

Apos o teste comportamental, os animais foram submetidos a eutanésia, o cérebro foi
removido e dissecado em cortex frontal, hipocampo e estriado, de acordo com o atlas de
estereotaxia de Paxinos e Watson (PAXINOS et al., 1980). As amostras foram dissecadas em uma
placa de Petri e lavadas e limpas com liquido cerebrospinal artificial, alocadas em tubos de
eppendorf e armazenadas em freezer -80°C para posterior analise.

4.7 IMUNOBLOTTING

O cortex frontal, hipocampo e estriado foram sonicados em tampdo de lise e
permaneceram no gelo por 30 min antes da centrifugacdo a 12.000 g por 20 min a 4°C. Os
sobrenadantes foram coletados e colocados em microtubos para quantificacdo proteica. A proteina

foi separada em quantidades iguais por eletroforese em gel de dodecilsulfato de sodio-
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poliacrilamida e depois transferida para membranas de nitrocelulose. Usando anticorpos criados
contra DARPP-32 (1:1000 — Santa Cruz Biotechnology), pThr34 DARPP-32 (1:1000 — Santa
Cruz Biotechnology), NCS-1 (FL-190, 1:1000 — Santa Cruz Biotechnology) e B -actina (1:3000
- Chemicon International), as membranas foram imunotransferidas sequencialmente durante a
noite. A ligacdo do anticorpo foi revelada por incubagéo com um anti-coelho de cabra (1:15.000 -
Molecular Probes) ou IgG anti-camundongo ligado a peroxidase de rabano (1:7000 - Molecular
Probes) por 1h, e sistema de detec¢do de imunotransferéncia ECL (Amersham Biosciences). A
quimiluminescéncia detectada pelo ImageQuant e as bandas aparentes foram quantificadas por
densitometria e analisadas usando o Scion Image versdo Beta 4.0.2 (software Scion Image
Frederick, MO). Amostras de tecido foram analisadas em imunotransferéncias individuais.

4.8 DETERMINAGAO DE PROTEINAS
As medidas bioguimicas foram normalizadas seguindo o método de Lowry et al. (1951)
modificado por Peterson (1977). Todas as analises de amostras foram realizadas em duplicata.

4.8.1 Avaliacéo dos niveis de IL-1g, IL-6, IL-10 e TNF-a

Amostras de cértex frontal, hipocampo e estriado foram homogeneizados em tampé&o
fosfato. Os niveis de citocinas (TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10) e de fatores neurotréficos (NGF e
BDNF) foram quantificadas por kits de imunoensaio enzimatico (ELISA) (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA), conforme as recomendacdes do fabricante, descritas a seguir. As placas
de microtitulacdo (96 pocos de fundo plano) foram incubadas durante a noite com o anticorpo de
captura. Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes com tampéo fosfato de lavagem, e em
seguida, foram blogueadas com uma solucdo de tampao fosfato com albumina 1% durante 1 hora.
Apds, foram incubadas as amostras homogeneizadas e a curva padréo, diluidas em solugdo tampéo,
durante 2 horas. Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes com tampao de lavagem e, em
seguida, incubadas com anticorpo de detecgédo por mais 2 horas. Depois das lavagens, foi incubado
uma peroxidase conjugada com estreptavidina por 20 minutos, e ap6s o substrato (peréxido de
hidrogénio e tetrametilbenzidina, 1:1), e a reagdo foi finalizada pela adi¢éo de acido sulflrico 2N.
As placas foram lidas a 450nm em espectrofotdmetro. A proteina total foi mensurada de acordo
com o método de Lowry (Lowry, Rosebrough et al. 1951), usando albumina de soro bovino como

padréo.
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4.8.2 Avaliacdo dos niveis de BDNF, NGF e GDNF

As amostras foram homogeneizadas em solugdo tampéo fosfato (PBS) com fluoreto de
fenilmetilsulfonil 1 mM (PMSF) e etilenoglicol bis (éter 2-aminoetilico) - N, N, N'N' - acido
tetraacético (EGTA) 1 mM. Os homogenatos foram centrifugados a 10.000 g por 20 min e 0s
sobrenadantes foram coletados para quantificar os niveis do fator neurotrofico. Os niveis
neurotroficos no hipocampo foram avaliados por ensaio imunoenzimatico sanduiche utilizando
kits comerciais de acordo com as instrucdes do fabricante [os niveis de NGF e BDNF foram
avaliados com um kit da Chemicon (EUA), e os niveis de GDNF foram avaliados com um kit da
Biosensis (EUA)]. Todas as analises de amostras foram realizadas em duplicata.

4.9 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis foram analisadas quanto a sua distribuicdo por meio do teste de
normalidade de Shapiro-Wilk. Para as variaveis que seguem uma distribuicdo normal, as
diferencas entre os grupos foram analisadas por meio de analise de variancia (ANOVA)
bidirecional seguida do teste post hoc de Tukey. As diferencas entre grupos de variaveis que nao
seguem uma distribuicdo normal foram analisadas pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste
U de Mann-Whitney. O software utilizado para todas as analises estatisticas e graficas foi o
GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, San Diego, California, EUA, www.graphpad.com). Todos
os resultados sdo apresentados como média e desvio padrdo (DP) para dados que seguem uma
distribuicdo normal e mediana com intervalo interquartil (25-75) para dados que ndo seguem uma

distribui¢do normal. Os resultados sdo considerados significativos quando p < 0,05.
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5 RESULTADOS

A Figura 4 mostra os efeitos comportamentais da administracdo aguda de m-AMPH nos
ratos submetidos ao modelo animal de sepse induzida por CLP. Pode-se observar que 0,25 e 1,0
mg/kg de m-AMPH aumentaram o numero de cruzamentos e levantamentos nos grupos SHAM
e/ou CLP. E importante ressaltar que o CLP n&o influenciou o comportamento locomotor e
exploratdrio dos animais; no entanto, parece que o CLP potencializa os efeitos do m-AMPH a 0,50
mg/kg e 1,0 mg/kg (Figuras 4a-4b). Além disso, o CLP diminuiu o tempo gasto no canto do
campo aberto em comparagdo ao grupo SHAM+Sal. A m-AMPH a 1,0 mg/kg também diminuiu
este parametro nos grupos SHAM e CLP (Figura 4c). Ratos induzidos por CLP que receberam
AMPH 0,50 e 1,0 mg/kg apresentaram aumento no tempo gasto no centro do campo aberto quando
comparados ao grupo SHAM + Sal. Além disso, AMPH 1,0 mg/kg aumentou este parametro no
grupo SHAM (Figura 4d). N&o foram encontradas diferencas estatisticas entre 0s grupos no tempo
de laténcia para sair do primeiro quadrante (Figura 4e).

Dados da ANOVA bidirecional: Cruzamento (interacao [F (3, 75) = 12,22, p<0,0001]; m-
AMPH [F (3, 75) = 49,14, p<0,0001].



32

-~
o

4a
150+

o
=3
1

A = SHAM
/= CLP

* . [ SHAM

% /= CLP
*

&
=3
1

100

T il

L
(- [
L — —J m’ Sal AMPH AMPH AMPH
1,00

-
o
1

Numero de cruzamentos
*
*
Numero de levantamentos
»n o«
o o
1 L

>

c

025 0,50 1,00

4d
1507 A

4c

300 * J SHAM

N = CLP

O SHAM
= CLP

200+ . * 1004

Jtelingya

| E—
Sal AMPH AMPH AMPH
025 0,50 1,00

50

| I— | —
Sal AMPH AMPH AMPH
0,25 0,50 1,00

Tempo passado nos cantos do campo aberto
Tempo passado no centro do campo aberto

O SHAM
80+ = CLP

Tempo de laténcia

Figura 4: Efeitos da m-anfetamina (m-AMPH - 0,25 mg/kg, 0,50 mg/kg e 1,0 mg/kg) em ratos induzidos por
ligadura e puncéo cecal (CLP) sobre o comportamento dos animais. Os dados séo representados como média +
desvio padrdo (nimero de cruzamentos) ou mediana com intervalo interquartil (25-75, nimero de levantamentos,
tempo no canto do campo aberto, tempo no centro do campo aberto e laténcia para sair do primeiro quadrante); *p <
0,05 comparado ao grupo de Sham + solucdo salina ( sal ); %p < 0,05 em comparagdo com o grupo Sham + m-AMPH
0,50 mg/kg, “p < 0,05 em comparacdo com o grupo Sham + m-AMPH 1,0 mg/kg de acordo com analise de variancia
de duas vias (ANOVA) seguida pelo teste post hoc de Tukey para dados que seguem uma distribuicdo normal e
Kruskal-Wallis seguido do teste U de Mann-Whitney para dados que ndo seguem uma distribuicdo normal.

Os niveis das citocinas IL-1p (Figura 5), IL-6 (Figura 6), IL-10 (Figura 7) e TNF-a
(Figura 8) foram avaliados no cértex frontal, hipocampo e estriado. Em todos esses parametros
pode-se observar que o CLP aumentou os niveis de citocinas no cortex frontal e no hipocampo
quando comparado ao grupo SHAM. Além disso, a dose de 0,50 mg/kg de m-AMPH potencializou
os efeitos do CLP nos niveis de 1L-10 em comparagéo ao grupo CLP + Sal no cortex frontal. A
dose de 1,0 mg/kg de AMPH potencializou os efeitos do CLP nos niveis de IL-1p, IL-6, IL-10 e
TNF-a em comparag¢do ao grupo CLP + Sal no cértex frontal e hipocampo. Por outro lado, o0s

niveis de citocinas foram aumentados pelo CLP no corpo estriado apenas quando combinado com
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AMPH. Curiosamente, AMPH a 0,25 diminuiu os niveis de IL-6 no hipocampo, e AMPH a 0,50
mg/kg diminuiu os niveis de TNF-a no cortex frontal e no hipocampo em comparagdo com o grupo

CLP + Sal. A AMPH por si s6 ndo alterou significativamente nenhum parametro inflamatorio.
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Figura 5: Efeitos da m-anfetamina (m-AMPH - 0,25 mg/kg, 0,50 mg/kg e 1,0 mg/kg) em ratos induzidos por
ligadura e pungdo cecal (CLP) nos niveis de IL-1p no cértex frontal (5a), hipocampo (5b) e corpo estriado (5c¢). Os
dados sdo representados como média + desvio padrdo (cortex frontal e corpo estriado) ou mediana com intervalo
interquartil (25-75, hipocampo); *p < 0,05 comparado ao grupo Sham + solucdo salina (sal); #p < 0,05 comparado ao
grupo CLP + sal de acordo com andlise de variancia de dois fatores (ANOVA) seguida de teste post hoc de Tukey
para dados que seguem uma distribuicdo normal e Kruskal-Wallis seguido de teste U de Mann-Whitney para dados

que ndo seguem uma distribuicdo normal.

Niveis de IL-1p (pg/100 mg de tecido)
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Figura 6: Efeitos da m-anfetamina (m-AMPH - 0,25 mg/kg, 0,50 mg/kg e 1,0 mg/kg) em ratos induzidos por
ligadura e punc¢do cecal (CLP) nos niveis de IL-6 no cortex frontal (6a), hipocampo (6b) e corpo estriado (6c). Os
dados sdo representados como média + desvio padrdo (cortex frontal e corpo estriado) ou mediana com intervalo
interquartil (25-75, hipocampo); *p < 0,05 comparado ao grupo Sham + solucdo salina (sal); #p < 0,05 comparado ao
grupo CLP + sal de acordo com andlise de variancia de dois fatores (ANOVA) seguida pelo teste post hoc de Tukey
ou teste U de Mann-Whitney
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Figura 7: Efeitos da m-anfetamina (m-AMPH - 0,25 mg/kg, 0,50 mg/kg e 1,0 mg/kg) em ratos induzidos por
ligadura e puncéo cecal (CLP) nos niveis de IL-10 no cdrtex frontal (7a), hipocampo (7b) e corpo estriado (7C).
Os dados sdo representados como média * desvio padrdo (cortex frontal e hipocampo) ou mediana com intervalo
interquartil (25-75, corpo estriado); *p < 0,05 comparado ao grupo Sham + solucéo salina (sal); #p < 0,05 comparado
ao grupo CLP + sal de acordo com analise de variancia de dois fatores (ANOVA) seguida de teste post hoc de Tukey
para dados que seguem uma distribuicdo normal e Kruskal-Wallis seguido de teste U de Mann-Whitney para dados
que ndo seguem uma distribuicdo normal.
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Figura 8: Efeitos da m-anfetamina (m-AMPH - 0,25 mg/kg, 0,50 mg/kg e 1,0 mg/kg) em ratos induzidos por
ligadura e puncéo cecal (CLP) nos niveis de TNF-a no cortex frontal (8a), hipocampo (8b) e corpo estriado (8c).
Os dados sdo representados como média * desvio padrdo (cdrtex frontal) ou mediana com intervalo interquartil (25-
75, hipocampo e estriado); *p < 0,05 comparado ao grupo Sham + solucéo salina (sal); #p < 0,05 comparado ao grupo
CLP + sal de acordo com andlise de variancia de dois fatores (ANOVA) seguida de teste post hoc de Tukey para dados
que seguem uma distribuicdo normal e Kruskal-Wallis seguido de teste U de Mann-Whitney para dados que ndo
seguem uma distribuicdo normal.

A Figura 9 mostra os niveis de neurotrofinas BDNF (Figura 9a), NGF (Figura 9b) e
GDNF (Figura 9c) no hipocampo. O CLP reduziu os niveis de todas as neurotrofinas avaliadas
em comparacdo ao grupo SHAM + sal. A administracdo de AMPH na dose de 0,25 mg/kg
aumentou os niveis de BDNF e NGF no grupo SHAM e reverteu todas as alteragcdes nos niveis de
neurotrofinas causadas pela CLP. AMPH a 0,50 mg/kg também reverteu a diminui¢cdo do GDNF.
Por sua vez, AMPH na dose de 1,0 mg/kg potencializou os efeitos do CLP quando comparado ao

grupo CLP + Sal.
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Figura 9:Efeitos da m-anfetamina (m-AMPH - 0,25 mg/kg, 0,50 mg/kg e 1,0 mg/kg) em ratos induzidos por
ligadura e puncéo cecal (CLP) em BDNF (9a), NGF (9b) e Niveis de GDNF (9¢) no hipocampo. Os dados sdo
representados como média + desvio padréo. *p < 0,05 comparado ao grupo Sham + solugdo salina (sal); #p < 0,05 em
comparacdo com o grupo CLP + sal , &p < 0,05 em comparagdo com o grupo Sham + m-AMPH 0,25 mg/kg, %p <
0,05 em comparacdo com o grupo Sham + m-AMPH 0,50 mg/kg, ~p < 0,05 em compara¢do com Grupo Sham + m-
AMPH 1,0 mg/kg, de acordo com analise de variancia de duas vias (ANOVA) seguida de teste post hoc de Tukey

A Figura 10 mostra 0 DARPP-32 total/DARPP-32pThr34 no cortex frontal, hipocampo e
estriado. No cortex frontal, os grupos CLP que receberam m-AMPH 0,50 mg/kg e 1,0 mg/kg
apresentaram aumento nos niveis de DARPP-32 total/DARPP-32pThr34 quando comparados ao
grupo SHAM + sal (Figura 10a). No hipocampo, o CLP, quando combinado com a maior dose de
AMPH, apresentou niveis aumentados de DARPP-32 total/ DARPP-32pThr34 quando comparado
ao grupo SHAM + sal (Figura 10b). No estriado, os grupos CLP + AMPH nas doses de 0,25, 0,50
e 1,0 mg/kg apresentaram niveis aumentados de DARPP-32 total/DARPP-32pThr34 quando
comparados ao grupo Sham + Sal (Figura 10c). E importante notar que nem a m-AMPH nem o

CLP alteraram estes parametros por si so.
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Figura 10: Efeitos da m-anfetamina (m-AMPH - 0,25 mg/kg, 0,50 mg/kg e 1,0 mg/kg) em ratos induzidos por
ligadura e puncéo cecal (CLP) nos niveis de DARPP-32 no cortex frontal (10a), hipocampo (10b) e corpo estriado
(10c). Os dados sdo representados como média + desvio padrdo. *p < 0,05 em comparagdo ao grupo Sham + solucédo
salina (sal) de acordo com analise de variancia de dois fatores (ANOVA) seguida pelo teste post hoc de Tukey

A Figura 11 mostra os niveis de NCS-1 total/B-Actina no cdrtex frontal, hipocampo e
estriado. CLP combinado com AMPH 0,25, 0,50 e 1,0 mg/kg no cortex frontal aumentou os niveis
de NCS-1 total/B-Actina em comparacdo com SHAM + sal. O grupo CLP + AMPH 0,25 mg/kg
no corpo estriado apresentou aumento de NCS-1 total/B-Actina em comparagdo ao grupo SHAM+

Sal. N&o foi encontrado entre 0s grupos experimentais no hipocampo.
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Figura 11: Efeitos da m-anfetamina (m-AMPH - 0,25 mg/kg, 0,50 mg/kg e 1,0 mg/kg) em ratos induzidos por
ligadura e puncéo cecal (CLP) nos niveis de NCS-1 no cdrtex frontal (11a), hipocampo (11b) e corpo estriado (11c).
Os dados sdo representados como média + desvio padrdo (hipocampo e corpo estriado) ou mediana com intervalo
interquartil (25-75, cértex frontal) *p < 0,05 em compara¢do com o grupo Sham + solugdo salina (sal) de acordo com
anélise de variancia bidirecional (ANOVA) seguido do teste post hoc de Tukey para dados que seguem uma
distribuicdo normal e Kruskal-Wallis seguido do teste U de Mann-Whitney para dados que ndo seguem uma

distribuicdo normal.
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6 DISCUSSAO

Diversas doencas gque envolvem o sistema dopaminérgico em sua fisiopatologia também
sdo associadas a alteracdes comportamentais e inflamatérias (MAROGIANNI et al., 2020). As
anfetaminas, devido a sua semelhanca quimica com a dopamina e a norepinefrina, afetam o sistema
catecolaminérgico, elevando os niveis desses neurotransmissores na fenda sindptica por meio do
aumento de sua liberacédo e da inibicéo de sua degradacdo (HEAL et al., 2013). Dado que a sepse
induzida por CLP frequentemente causa déficits comportamentais, o presente estudo buscou
investigar se a sepse altera as respostas comportamentais e bioquimicas dependentes de
catecolaminergicos induzidas pela administracdo aguda de m-AMPH.

Neste estudo, a administracdo aguda de m-AMPH, nas doses de 0,25 mg/kg e 1,0 mg/kg,
aumentou o comportamento locomotor e exploratério em ratos do grupo SHAM. Essas alteracfes
também foram observadas em ratos submetidos ao modelo CLP, que receberam m-AMPH nas
doses de 0,50 e 1,0 mg/kg. Além disso, os ratos CLP que receberam AMPH demonstraram maior
tempo gasto no centro do campo aberto, indicando um comportamento de maior risco.
Corroborando nossos achados, COMIM et al. (2009) demonstraram que a administracdo aguda de
dextroanfetamina (d-AMPH) em doses de 1,0 e 2,0 mg/kg também aumentou as atividades
locomotoras e exploratorias em ratos dos grupos SHAM e CLP. A literatura aponta que tanto a
administracdo aguda quanto cronica de m-AMPH nas doses de 0,25, 0,50 e 1,0 mg/kg elevam a
locomocdo em ratos (DA-ROSA et al., 2012). A administracdo crénica ou subcrdnica de AMPH
(1,0 mg/kg para m-AMPH ou 2,0 mg/kg para d-AMPH) tem sido associada a comportamentos
semelhantes a mania em ratos (FREY et al., 2006; MENEGAS et al., 2020; VALVASSORI et al.,
2015). No presente estudo, as alteracbes causadas por m-AMPH em ratos CLP foram
significativamente mais acentuadas quando comparadas aos seus respectivos grupos SHAM.

Alguns mecanismos podem ser associados ao aumento de parametros inflamatérios
relacionados a AMPH, um dos principais € o estresse oxidativo que a anfetamina pode induzir.
Esse estresse resulta em danos celulares, ativando a resposta inflamatéria e levando a liberagdo de
citocinas. Os radicais livres gerados podem danificar membranas celulares, proteinas e DNA,
exacerbando a inflamacdo cerebral. Adicionalmente, a ativacdo da microglia, as células imunes do
sistema nervoso central. Estudos mostram que a anfetamina pode induzir a ativagdo da microglia,
resultando na producéo excessiva de citocinas inflamatdrias. A interagdo com neurotransmissores,
particularmente a dopamina, também é significativa; alteracbes nos niveis destes
neurotransmissores podem impactar a funcdo das células imunes no cérebro (JAYANTHI;
DAIWILE; CADET, 2021; SHAERZADEH et al., 2018).
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O procedimento CLP é amplamente reconhecido como o padrdo ouro para induzir
inflamacdo sistémica, e suas alteracdes parecem ser mais duradouras do que em outros modelos
de sepse (SEEMANN; ZOHLES; LUPP, 2017). Nossos resultados mostraram que, 30 dias ap0s a
CLP, os niveis de IL-1B, IL-6, IL-10 e TNF-o estavam aumentados no coértex frontal e no
hipocampo. No entanto, a neuroinflamagdo causada pela CLP parece iniciar logo ap6s o
procedimento. Estudos indicam que o aumento da permeabilidade da barreira hematoencefalica,
bem como os niveis de citocinas e parametros oxidativos, sdo detectaveis no cérebro 24 horas ap6s
a CLP (FLORENTINO et al., 2020; YU et al., 2014). Esses dados, em conjunto com o0s achados
da literatura, reforcam a ideia de que a inflamacédo cerebral induzida pela CLP tem um curso
prolongado. Além disso, em nosso estudo, ratos CLP que receberam AMPH na dose de 1,0 mg/kg
apresentaram niveis de citocinas ainda mais elevados no cortex frontal e no hipocampo,
comparados ao grupo CLP + sal. No estriado, diferengas estatisticas nos pardmetros inflamatérios
entre os grupos SHAM e CLP s6 foram observadas quando a administracdo de AMPH (0,25, 0,50
e 1,0 mg/kg) foi precedida por CLP. E relevante notar que a AMPH n3o alterou nenhum parametro
inflamatdrio no grupo SHAM, um resultado esperado, uma vez que os efeitos inflamatérios da
AMPH tendem a surgir em protocolos de administracdo cronica de 7 a 14 dias (MENEGAS et al.,
2020; VALVASSORI; DAL-PONT; et al., 2019). Nossos resultados sugerem que o modelo de
sepse causou, realmente, sensibilizacdo do sistema dopaminérgico, ou outro, que provocou
aumento dos parametros inflamatdrios apds estimulacdo com AMPH.

No que diz respeito aos niveis neurotroficos, avaliamos os niveis de BDNF, NGF e GDNF
no hipocampo. Consistente com estudos anteriores, nossos resultados indicam que a CLP reduz os
niveis de neurotrofinas (FLORENTINO et al., 2020; JI et al., 2018; JIANG et al., 2022).
Observamos que a AMPH causou efeitos dose-dependentes nos niveis de BDNF, NGF e GDNF.
Em ratos CLP que receberam AMPH a 1,0 mg/kg, os niveis de neurotrofinas foram menores em
comparacdo com o grupo SHAM + sal. Curiosamente, AMPH a 0,25 mg/kg aumentou os niveis
de BDNF e NGF no grupo SHAM, efeito também observado em ratos CLP + AMPH 0,25 mg/kg.

A literatura apresenta resultados variados sobre o efeito da AMPH nos niveis neurotréficos,
influenciados pelo tempo, dosagem e via de administracdo. Estudos anteriores mostram que a
AMPH reduz os niveis de BDNF, GDNF e NGF no hipocampo (CECHINEL-RECCO et al., 2012;
FRIES et al., 2015), embora esses estudos tenham utilizado protocolos cronicos de administracao.
Devido a essas diferencas metodoldgicas, comparacdes diretas com o presente estudo séo dificeis.
Por outro lado, (MOREIRA DA SILVA SANTOS; KELLY; DOYLE, 2018) demonstraram que 4
administracdes agudas de m-AMPH (4,0 mg/kg), com intervalo de 2 horas, aumentaram os niveis
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de BDNF no cortex frontal de ratos, sugerindo que o aumento da DA na fenda sinéptica pode levar
a ativacdo da proteina de ligacdo responsiva ao AMPc (CREB), elevando os niveis de BDNF.
Além disso, a diminuicdo dos niveis de BDNF no cortex frontal de camundongos knockout para
transportadores de DA sugere uma conexdo essencial entre o sistema dopaminérgico e 0s niveis
de neurotrofinas (FUMAGALLI et al., 2003). Com base nesses dados, supomos que a elevagéo da
DA induzida por AMPH a 0,25 mg/kg poderia aumentar os niveis de BDNF, enquanto doses mais
elevadas de AMPH poderiam ter um efeito prejudicial.

Nossos resultados sugerem que o CLP parece aumentar a vulnerabilidade do cérebro aos
efeitos da AMPH. Conforme descrito no inicio desta discussdo, a AMPH impacta o sistema
catecolaminérgico. Resultados importantes da literatura indicam que a sinalizacdo dopaminérgica
é impactada por modelos de sepse, conforme demonstrado pela diminuicdo de células positivas
para tirosina hidroxilase (TH) na substancia negra mesencefalica 72 horas apés a injecdo de LPS
(HE et al., 2020). Curiosamente, um estudo demonstra que a degeneracdo dos neurdnios
dopaminérgicos estd associada ao aumento da sensibilidade a DA (SCHULTZ, W,
UNGERSTEDTT, 1977). Além disso, BROWNE et al. (2022) descobriram que o CLP melhorou
significativamente os niveis de HVA/DA no hipocampo, um metabolito da dopamina, em
camundongos C57BL/6J. Portanto, supomos que alteracfes na sinalizacdo dopaminérgica
poderiam mediar esta vulnerabilidade a resposta AMPH ap6s CLP. Para entender as vias
envolvidas nessas alteracdes, avaliamos os niveis de DARPP-32 total/DARPP-32pThr34 e NCS-
1 total/B-Actina no cortex frontal, hipocampo e estriado.

No presente estudo, nem a CLP nem a AMPH alteraram o0s niveis de DARPP-32
total/DARPP-32pThr34 nas estruturas avaliadas. De forma consistente, Comim et al. (2014) nao
encontraram diferengas nos niveis totais de DARPP-32 no cértex frontal e hipocampo apés a CLP.
Curiosamente, observamos um aumento nos niveis de DARPP-32 total/lDARPP-32pThr34 em
ratos CLP que receberam AMPH nas doses de 0,25, 0,50 e 1,0 mg/kg. E bem documentado que a
administracdo aguda de AMPH pode aumentar a fosforilagdo de DARPP-32 em Thr34, o que
contribui para o aumento da atividade locomotora induzida pela AMPH (EHRMAN et al., 2006;
SVENNINGSSON et al., 2003). No entanto, a AMPH néo alterou os niveis de DARPP-32p no
grupo SHAM, indicando que as mudancas observadas foram resultado da interacdo entre a AMPH
e a sepse, e ndo da AMPH isoladamente.

A proteina DARPP-32 ¢ um dos principais alvos da proteina quinase A (PKA) e tem sido
amplamente investigada como um potencial ponto de intervencdo em disturbios neuroldgicos e
neuropsiquiatricos (NISHI; SHUTO, 2017). A atividade da PKA é ativada pela ligacdo da
dopamina (DA) ao receptor D1, enquanto a ligacdo da DA ao receptor D2 inibe essa atividade
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(MISSALE et al., 1998). Uma vez ativada, a PKA fosforila 0 DARPP-32 na posi¢éo Thr34, o que
resulta na inibi¢do da proteina fosfatase 1 (PP1). Essa inibi¢do de PP1 leva a varias consequéncias,
incluindo o aumento da sensibilidade e condutancia dos receptores de acido a-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazol propidnico (AMPA) e N-metil-D-aspartato (NMDA). A ativacao dos receptores
NMDA estd associada a um aumento nos niveis intracelulares de Ca?*, enquanto certas
subunidades dos receptores AMPA sdo menos permeaveis a esse ion (BOCHET et al., 1994;
JONAS et al., 1994).

WANG et al. (2004) demonstraram que ha padr@es distintos de expressao dos receptores
NMDA e AMPA em neur6nios que contém DARPP-32 no cdrtex frontal, hipocampo e estriado.
Eles sugeriram que a sinalizacdo D1-DARPP-32-AMPA/NMDA pode desempenhar papéis
cruciais na modulacdo de respostas fisioldgicas e na excitotoxicidade em células sensiveis a DA.
A excitotoxicidade mediada pelo glutamato estd implicada na encefalopatia associada a sepse.
Estudos mostram que modelos de sepse, como o LPS, aumentam as concentragcOes extracelulares
de glutamato em certas regides do cérebro (LIN et al., 2015). Com base nesses dados, postulamos
que a sepse poderia aumentar a sensibilidade a DA através da sinalizacdo D1-DARPP-32,
potencialmente exacerbando a excitotoxicidade glutamatérgica observada na sepse. No entanto,
nossos achados ainda ndo confirmam uma alteracdo na sensibilidade dos canais glutamatérgicos
mediados por DARPP-32, exigindo mais pesquisas para elucidar essa relagdo. Ademais, outros
neurotransmissores, como a serotonina, também podem influenciar a atividade e a fosforilagdo do
DARPP-32 (DEVROYE et al., 2015). A falta de avaliacdo dos niveis de neurotransmissores neste
estudo representa uma limitacdo importante.

Curiosamente, observamos um aumento nos niveis de NCS-1 em ratos submetidos a CLP
apos a administracdo de AMPH (0,25, 0,50 e/ou 1,0 mg/kg) no cortex frontal e no estriado. Nem
a CLP nem a AMPH isoladamente alteraram os niveis de NCS-1 em compara¢do com 0 grupo
SHAM-+sal. Em contraste com nossos achados, COMIM et al. (2014) relataram uma diminuicao
nos niveis de NCS-1 no cortex frontal 48 horas ap6s a CLP. A diferenca entre nossos resultados
pode estar relacionada ao tempo de avaliacdo ap6s a CLP, sugerindo que, em um periodo mais
curto, os niveis de NCS-1 poderiam estar reduzidos, enquanto a longo prazo, esses niveis se
normalizariam, embora a estimulacdo dopaminérgica ainda possa altera-los.

O NCS-1 desempenha varias funcdes celulares, incluindo a regulagio de Ca?* intracelular
e a diminuicdo da dessensibilizacdo dos receptores D2 da dopamina (KABBANI et al., 2002;
NEGYESSY; GOLDMAN-RAKIC, 2005). Como mencionado anteriormente, a ativagcdo dos
receptores D2 inibe a atividade da PKA, reduzindo a fosforilagdo do DARPP-32 em Thr34. O

aumento na expressdo de NCS-1 no cortex frontal tem sido associado a distdrbios de humor, como
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esquizofrenia e transtorno bipolar (BERGSON et al., 2003; KOH et al., 2002). Acreditamos que 0
aumento nos niveis de NCS-1 observado neste estudo possa ser um mecanismo de feedback para
regular a ativacdo da PKA induzida pelo receptor D1. No entanto, a auséncia de alteracGes nos
niveis de NCS-1, como observado no estriado e no cértex frontal, pode indicar uma falha na
regulacdo da resposta a DA causada pela CLP.

E importante destacar que os ratos CLP receberam suporte béasico apos a cirurgia, que
incluiu ceftriaxona e clindamicina. A administracdo desses antimicrobianos apenas no grupo CLP
pode ter impactado a analise comportamental ou bioquimica por meio de mecanismos
independentes da sepse, 0 que poderia confundir os resultados. Além disso, considerando a
inflamacdo sistémica e cronica induzida pelo CLP, é provavel que o metabolismo da AMPH tenha
sido alterado, resultando em curvas farmacocinéticas diferentes para 0 m-AMPH. A auséncia de
dados individuais ao longo do tempo pode influenciar a extrapolacdo dos resultados. Por fim,
alteracbes no comportamento exploratério podem ser induzidas por diversas lesdes ou
manipulacdes em varias estruturas cerebrais e podem nédo ser exatamente causadas por alteracdes
dopaminérgicas. No entanto, este estudo encontrou alteragdes em moléculas relacionadas ao
sistema dopaminérgico (DARPP-32 e NCS-1), sugerindo um papel das vias dopaminérgicas nas

mudangas comportamentais observadas neste trabalho.
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7 CONCLUSAO

Este estudo reforca que a CLP aumenta a inflamacao e diminui os niveis de neurotrofinas
em estruturas cerebrais. Esses efeitos da CLP s&o conhecidos e bem descritos na literatura. Além
disso, a descoberta mais importante desta pesquisa é que o CLP poderia impactar o sistema
dopaminérgico através de alteraces nos niveis de D1/PKA/DARPP-32pThr34 e NCS-1. Portanto,
levantamos a hipotese de que a CLP interfere na atividade D1 e D2 e nas concentracdes
intracelulares de Ca?* e pode predispor os neur6nios a excitotoxicidade pelo glutamato.

Em concluséo, os resultados deste estudo demonstram que a sepse sensibiliza as respostas
comportamentais locomotoras e exploratorias e induz alteracdes de parametros inflamatérios e

neurotroficos a m-anfetamina em um modelo de ligadura e puncéo cecal.
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