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RESUMO

SANTOS-JUNIOR, N. N. Altera¢cdes neuroimunoenddcrinas em animais sobreviventes
a sepse 2018. 98f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Univer-
sidade de Séo Paulo. Ribeirdo Preto, 2017.

Durante a sepse ocorre liberacdo de mediadores inflamatorios, que contribui para o com-
prometimento do sistema nervoso central e alteracdes na secre¢do dos hormonios hipofi-
sérios. Contudo, ndo esta elucidado se essas altera¢Bes persistem em animais sobreviven-
tes a sepse. Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi estudar as alteragdes neuroimu-
noendocrinas em animais sobreviventes a sepse polimicrobiana experimental. A sepse foi
induzida pelo método de ligadura e perfuracdo cecal (CLP) (uma perfuracdo com agulha
14G) e os animais foram observados durante cinco ou dez dias. Os animais naive ou so-
breviventes foram submetidos ao desafio osmotico intraperitoneal com salina hipertdnica
(2M), ou desafio imune intravenoso com LPS (1.5 mg/kg), ou ao estresse por imobiliza-
¢do. Apds 30 minutos do desafio osmatico ou 60 minutos para os demais estimulos, 0s
animais foram decapitados para coleta de sangue e do hipotalamo. O sangue foi coletado
para dosagem de nitrato, citocinas e hormonios (vasopressina, ocitocina, ACTH e corti-
costerona); e o hipotalamo para a quantificacdo dos niveis de citocinas e dos contetidos
de sinaptofisina e beta-amildide. No presente estudo, nds observamos um aumento peri-
férico dos mediadores inflamatorios: nitrato e IL-1p, e centralmente da citocina IL-6 no
hipotalamo de animais sobreviventes a sepse. Além disso, dependendo do estimulo, ob-
servou-se uma atenuada (desafio osmatico) ou exacerbada (desafio imune) secrecdo da
vasopressina e/ou ocitocina em animais sobreviventes a sepse. Adicionalmente, também
encontramos uma diminui¢do no conteudo hipotalamico de sinaptofisina, e nenhum sinal
de acumulo de beta-amiléide. Concluimos que as alteracfes na secre¢do de vasopressina
e ocitocina observadas podem estar associadas a neuroinflamacdao sustentada e disfuncéo
sinaptica com evidéncias de processo neurodegenerativo. Este modelo de sepse pode for-
necer informacgfes importantes para a compreensdo das alteracOes fisiopatologicas a
longo prazo.

Palavras-chaves: hormonios neurohipofisarios, ACTH, corticosterona, sinaptofisina,
beta-amildide.



ABSTRACT

SANTOS-JUNIOR, N. N. Neuroimmunoendocrine alterations in sepsis survivor animals
2018. 98f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade
de Séo Paulo. Ribeirdo Preto, 2017.

Inflammatory mediators released during sepsis contribute to central nervous system im-
pairment and alterations in the secretion of pituitary hormones. However, it is unclear
whether these changes persist in sepsis survivor animals. In this context, the objective of
this work was to study the neuroimunoendocrine alterations in sepsis survivor animals.
Sepsis was induced by the cecal ligation and perforation (CLP) method and the animals
(perforated once with a 14G needle) were observed for five or ten days. Naive or sepsis
survivors were submitted to intraperitoneal osmotic challenge with hypertonic saline
(2M), or intravenous immune challenge with LPS (1.5 mg/kg), or immobilization stress.
After 30 minutes of the osmotic challenge or 60 minutes for the other stimuli, the animals
were decapitated for collection of blood and the hypothalamus. Blood was collected for
the determination of nitrate, cytokines and hormones (vasopressin, oxytocin, ACTH and
corticosterone); and the hypothalamus for quantification of cytokine levels, and synapto-
physin and beta-amyloid contents. In the present study, we observed a peripheral increase
of inflammatory mediators: nitrate and I1L-1p, and centrally of the IL-6 cytokine in the
hypothalamus of sepsis survivor animals. In addition, depending on the stimulus, an at-
tenuated (osmotic challenge) or exacerbated (immune challenge) secretion of vasopressin
and/or oxytocin was observed in sepsis survivor animals. In addition, we also found a
decrease in the hypothalamic content of synaptophysin, and no signal of beta amyloide
accumulation. We conclude that alterations in vasopressin and oxytocin secretion may be
associated with sustained neuroinflammation and synaptic dysfunction with evidence of
neurodegenerative process. This model of sepsis may provide important informations for
understanding long-term pathophysiological alterations.

Keywords: neurohypofiseal hormones, ACTH, corticosterone, synaptophysin, beta amy-

loid
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1.1 Sepse e fisiopatologia

A Sepse é definida como uma disfuncéo orgénica potencialmente fatal causada
por uma resposta imune desregulada devido a infecgdo (Singer et al., 2016). A progressao
do quadro séptico caracteriza-se por profundas alteracGes circulatérias e celulares/meta-
bolicas, denominada choque séptico (Singer et al., 2016; Kim et al., 2018). A sepse é uma
das maiores causas de morte nas unidades de terapia intensiva do mundo (Giacomini et
al., 2015; Genga e Russell, 2017; Napolitano, 2018). No Brasil a mortalidade ¢ cerca de
20,6%, podendo chegar 54,2 % nos casos de pacientes, que evoluem para o quadro de
choque séptico (ILAS, 2018). Estes percentuais ainda sdo maiores analisando somente 0s
pacientes atendidos em hospitais publicos. Os altos indices de mortalidade poderiam ser
devido em parte, ao envelhecimento da populacéo, ao aumento dos nimeros de técnicas
cirurgicas invasivas e do uso de agentes imunossupressores, aléem da pouca compreensao
da fisiopatologia da sepse (Mayr et al., 2014; Zhao et al., 2016; Martin et al., 2017). Além
disso, temos os altos custos com internagdes, que giram em torno de 1.708 ddlares por
paciente com necessidades de cuidados intensivos, o que torna a sepse um dos grandes
problemas de saude publica (Quintano Neira et al., 2018). Portanto, sdo necessarios estu-
dos clinicos e experimentais para melhor compreenséo da fisiopatologia séptica.

O processo fisiopatoldgico da sepse compreendido até o0 momento, envolve a in-
teracdo dos componentes infecciosos, enddcrinos, imunoldgicos, hemodinamicos, cardi-
ovasculares e genéticos (Holmes et al., 2001; Holmes et al., 2003; De Maio et al., 2005;
Van Der Poll et al., 2017; Russell et al., 2018), que podem resultar em uma resposta
exacerbada, com a producdo de mediadores inflamatérios (Bone, 1991; Parrillo, 1993;
Annane et al., 2005; Ince et al., 2016; Napolitano, 2018; Russell et al., 2018). Os media-
dores inflamatdrios produzidos pelas células do sistema imune (mondcitos e neutréfilos)
durante a sepse séo entre outros: as citocinas (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, IFN-y),
oxido nitrico (NO), mediadores lipidicos (leucotrienos e prostaglandinas) (Benjamim et
al., 2005; Sriskandan e Altmann, 2008; Martins et al., 2011; Chousterman et al., 2017).
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Figura 1 - Esquema representando a fisiopatologia séptica, adaptado de (Cohen, 2002).

A producdo e liberacdo exacerbada desses mediadores inflamatdrios causam alte-
racOes cardiovasculares e, eventualmente disfungdo organica com risco de morte (Cohen,
2002) (Figura 1.). O sistema nervoso central (SNC) sofre alteraces precoces durante a
sepse, sendo relatadas disfungdes autondmicas e neuroenddcrinas (Pancoto, Correa, et al.,
2008; Gheorghita et al., 2015; Molnér et al., 2018).

1.2 Alterac6es neuroendocrinas durante a sepse

As alteragdes neuroendocrinas ocorrem em varios eixos hormonais durante a
sepse (Sibbald et al., 1977; Dennhardt et al., 1989; Rothwell et al., 1991; Landry et al.,
1997; Wahab et al., 2013). A secrecao de varios hormonios do eixo hipotdlamo-hipofisa-
rio seguem o mesmo padrdo a seguir. Na fase inicial, 0s niveis de arginina vasopressina
(AVP), ocitocina (OT), horménio liberador de corticotrofina (CRH) e horménio adre-
nocorticotrofico (ACTH) estdo aumentados e na tardia estes niveis encontram-se diminu-
idos. A alteracdo na secrecdo desses hormdnios poderia contribuir para a fisiopatologia

da sepse.
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AVP e OT séo hormdnios peptidicos secretados sintetizados nos neurénios mag-
nocelulares dos nucleos supradptico (SON) e paraventricular (PVN), cujos axdnios se
projetam para a neurohipdfise, onde séo liberados na circulagdo. Estes hormonios podem
ser secretados simultaneamente em resposta a diferentes estimulos como: hiperosmolali-
dade, hipotensao, hipovolemia e angiotensina Il. Entretanto, alguns estimulos como no
caso da sucgdo mamaria ou expulsdo do feto durante o parto ocorre preferencialmente a
liberacdo de OT (Dunn et al., 1973; Cunningham e Sawchenko, 1991).

Durante a sepse ocorre diminuicao inapropriada na secrecdo de AVP na fase tar-
dia, j& que ocorre uma hipotensdo progressiva (causada principalmente pelo aumento de
NO e citocinas) que seria um estimulo para secre¢do do horménio (Landry et al., 1997;
Patel et al., 2002; Rocha et al., 2006; Correa et al., 2007; Pancoto, Correa, et al., 2008;
Athayde et al., 2009; Oliveira-Pelegrin, Branco, et al., 2010). O comprometimento na
secrecdo de AVP poderia ocasionar diminuicdo da vasoconstricao sistémica e da reabsor-
cao de agua nos ductos coletores. No caso, da OT, ndo ha relatos clinicos sobre o padrao
temporal de secrecdo desse hormdnio durante a sepse. Entretanto, recentemente, foi veri-
ficado em nosso laboratorio, usando modelo experimental de ligadura e perfuracédo cecal
(CLP) na inducédo da sepse, que a OT também segue o padrdo de secrecdo de AVP
(Oliveira-Pelegrin, Aguila, et al., 2010). (Cunningham e Sawchenko, 1991; Kreek et al.,
2011). Adicionalmente, a diminuicdo plasmatica de OT também poderia ser um agra-
vante, na medida em que, este hormdnio é responsavel pela modulagéo da resposta imune
(Iseri et al., 2005; Oliveira-Pelegrin, Saia, et al., 2013) e pela potencializacéo do efeito
antidiurético e natriurético do AVP (Cunningham e Sawchenko, 1991; Gimpl e
Fahrenholz, 2001). Alguns achados experimentais e clinicos que explicam esta deficién-
cia desses hormonios na fase tardia da sepse sdo: diminuicéo dos estoques neurohipofi-
sarios (Sharshar et al., 2002; Oliveira-Pelegrin et al., 2009), alteracdes dos reflexos au-
tondmicos (Holmes et al., 2001; Pancoto, Corréa, et al., 2008), excessiva producédo cen-
tral de NO (Feihl et al., 2001; Sharshar et al., 2003; Giusti-Paiva et al., 2005) e apoptose
dos neurdnios magnocelulares (Oliveira-Pelegrin, Basso, et al., 2013; Oliveira-Pelegrin
et al., 2014). De fato, em nosso laboratério foi visto um aumento progressivo de marca-
dores de estresse oxidativo e apoptose (caspase 3 clivada, HIF-1 [fator induzido por hi-
poxia-1], BAX [proteina X associada a Bcl-2]) no hipotalamo de animais induzidos a
sepse por CLP (Oliveira-Pelegrin, Basso, et al., 2013; Oliveira-Pelegrin et al., 2014). Re-

centemente, n6s também demonstramos, que a citocina IL-1p contribui para o estresse
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oxidativo hipotalamico (Wahab et al., 2015; Wahab et al., 2016). Portanto, a morte celu-
lar poderia ser uma das causas para desencadear alteragdes nas secre¢cdes hormonais ob-
servadas durante a sepse. De acordo com isto, foi visto que ocorre alteracdes na liberacéo
de AVP e OT e sintese destes hormonios nas fases tardias da sepse (Oliveira-Pelegrin,
Aguila, et al., 2010).

Assim como os hormdnios neurohipofisarios, os horménios do eixo hipotalamo-
hipofise-adrenal (HPA): CRH, ACTH e a corticosterona (CORT), como relatado anteri-
ormente, também apresentam alteracdes em seus niveis durante a sepse (Beishuizen e
Thijs, 2003; Zhang et al., 2014; Kanczkowski et al., 2015; Kasahara e Inoue, 2015). O
CRH é produzido nos neurdnios parvocelulares do PVN, desta regido partem axénios que
convergem para a eminéncia mediana, onde este horménio é secretado. A eminéncia me-
diana apresenta um sistema vascular altamente especializado, o sistema porta hipotalamo-
hipofisario, através deste 0 CRH é transportado para a hip6fise anterior onde estimula a
secrecdo do ACTH. Este horménio € liberado na corrente sanguinea e age no cortex da
glandula adrenal induzindo a producéo e liberacdo da CORT (Charlton e Ferrier, 1989;
Lilly e Gann, 1992). O eixo HPA é ativado principalmente por estimulos estressores fisi-
cos e psicoldgicos (Herman et al., 1992; Herman et al., 2003; Herman et al., 2005;
Riedemann et al., 2010). Durante a sepse, além da interrupcéo do ritmo circadiano de
liberacdo, ha inicialmente um aumento na secrecdo dos hormonios deste eixo, seguido de
um posterior retorno aos seus niveis basais (Carlson et al., 2006; Maxime et al., 2007;
Flierl et al., 2011; Kanczkowski et al., 2013). Uma possivel explica¢do para essa dimi-
nuicdo seria deficiéncia na secrecdo de ACTH, cujas células secretoras poderiam estar
em processo de apoptose (Sharshar et al., 2003; Maxime et al., 2007; Polito, Brouland, et
al., 2011). A disfuncdo deste eixo poderia resultar em alteracdes metabdlicas e de res-
posta imunoldgicas.

Portanto, o comprometimento da secre¢cdo de ACTH e CORT, como no caso da
AVP e OT, pode ocorrer devido a neuroinflamacao e estresse oxidativo que resultaria em
dano celular. Este microambiente inflamatorio parece estar relacionados com processos
neurodegenerativos (Schwalm et al., 2014; Calsolaro e Edison, 2016). Corroborando com
esta hipdtese, resultados recentes do laboratério mostraram, que animais sobreviventes
apresentam alteracfes comportamentais associadas a neuroinflamacéo e indicios de neu-
rodegeneracao hipocampal (dados ndo publicados). Assim, é plausivel que o peptideo
beta- amil6ide, que € um marcador de doencas neurodegenerativas, também poderia estar

presente no hipotalamo desses sobreviventes. Beta-amildide é um peptideo presente em
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pequenas quantidades no parénquima cerebral. Entretanto, em condic¢Oes patoldgicas,
como na doenca de Alzheimer, ocorre um acumulo e deposi¢do no SNC, formando agre-
gados de fibrilas amilGides e posteriormente placas de beta-amildide (Glenner e Wong,
1984b; a; Gorevic et al., 1986). A producdo deste peptideo esta relacionada com a cliva-
gem proteolitica de uma proteina denominada proteina precursora amildide (APP), en-
volvida com plasticidade sinaptica e sinaptogénese (Wion et al., 1988; Gralle e Ferreira,
2007). As enzimas [- e y- secretase participam desta clivagem, que da origem ao peptideo
beta-amildide (Epis et al., 2012). O peptideo produzido pode apresentar diferentes nime-
ros de aminoacidos (entre 40 a 43 aminodacidos), devido a variacdo no sitio de clivagem
do dominio transmembrana da APP. Entre os 3 peptideos, o que possui 42 aminoacidos é
encontrado com maior frequéncia nas placas amil6ides, que é conhecido por induzir uma
resposta imune pro-inflamatdria (Halverson et al., 1990; Fu et al., 2017). A guantidade
destes peptideos no SNC é controlada tanto pela taxa de producgéo, quanto pela de elimi-
nacdo. Assim, a diminuicdo da atividade de enzimas responsaveis por sua degradacéo,
como por exemplo a enzima conversora de angiotensina (ECA) e neprisilina, mostrou-se
associada a condicbGes neurodegenerativas (Bernstein et al., 2014; Yamamoto et al.,
2017).

Uma proteina que poderia também estar alterada no hipotalamo e sugerir compro-
metimento da secre¢do dos hormonios é a sinaptofisina, uma glicoproteina integral de
membrana, que ocorre em vesiculas pré-sinapticas de neurénios (Wiedenmann e Franke,
1985). A funcdo exata da sinaptofisina ainda ndo é bem conhecida, mas acredita-se esta
envolvida com aspectos comportamentais, pelo menos em modelos experimentais
(Schmitt et al., 2009). Seus niveis estdo alterados em uma variedade de tumores neuro-
enddcrinos. Além disso, devido a sua presenca na maioria das sinapses € utilizada para
quantificacdo sindptica (Calhoun et al., 1996).

As alteracdes na secrecdo dos hormonios hipofisarios sao relativamente bem des-
critas durante a sepse. Contudo, ndo esta elucidado se essas alteracdes persistem em ani-
mais sobreviventes & sepse. Para estudar se estas alteracbes ocorrem no periodo pos-
sepse, nos utilizamos a salina hipertdnica, lipopolissacarideo (LPS) e o estresse de imo-
bilizacdo, que sdo estimulos responsaveis pela secre¢do de AVP, OT, ACTH e CORT
(Dunn et al., 1973; Weitzman et al., 1978; Cunningham e Sawchenko, 1991; Callahan et
al., 1992; Rocha et al., 1993; Jargensen et al., 2002; Vahl et al., 2005; De Carvalho
Borges et al., 2006).
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A salina hiperténica é um estimulo classico, que aumenta a osmolalidade, e essa
hiperosmolalidade, por sua vez, excita 0s neurGnios osmorreceptores, que resultam no
aumento da sede e secrecdo de AVP e OT (Dunn et al., 1973; Cunningham e Sawchenko,
1991; Richard e Bourque, 1995; Bourque, 2008; Hollis et al., 2008). Este estimulo induz
a liberacdo simultanea desses horménios, entretanto nota-se uma secre¢do acentuada da
OT, cujos niveis plasmaticos sdo mais elevados do que os da AVP (Hartman et al., 1986;
Kasting, 1988). Além disso, a administracdo da salina hipertdnica no terceiro ventriculo
causa outros efeitos como: diurese, natriurese e caliurese, pos sobrecarga hidrica, a qual
sdo submetidos os animais. Esta resposta € dependente do sistema colinérgico e adrenér-
gico na area septal medial (Da Rocha et al., 1985). Um outro efeito da salina hiperténica
é a mobilizag&o de fluidos dos compartimentos intra e extracelulares para manter o equi-
librio osmotico. Desta maneira, a administracdo da salina hipertdnica intravenosa tém
sido estudada na fluidoterapia de animais experimentais e em pacientes com choque he-
morréagico ou traumatico, por proporcionar a expansdo do volume plasmatico (Nakayama
etal., 1984; Rocha-E-Silva et al., 1986; Han et al., 2015; Nepomuceno et al., 2018). Este
efeito, entretanto, é dependente do volume, da concentracdo e velocidade de infusdo da
salina hiperténica.

Um outro estimulo empregado neste trabalho, a administracdo de LPS, também
induz um aumento prolongado dos horménios neurohipofisarios além dos hormonios
CRH e ACTH do eixo HPA (Rodriguez et al., 2005; De Carvalho Borges et al., 2006;
Fernandez-Solari et al., 2006; Goebel et al., 2011). Para produzir seus efeitos o LPS pre-
cisa interagir com leucdcitos (principalmente mondcitos e macréfagos), células endoteli-
ais e outros tipos celulares. Inicialmente o reconhecimento do LPS é mediado pela inte-
racdo com a proteina plasmatica ligadora de LPS (LBP) (Wright et al., 1989; VVosbeck et
al., 1990) e com outras proteinas, tais como: CD14 e MD-2, encontradas nas formas so-
lGveis ou ancoradas a membranas celulares (Wright et al., 1990; Schumann, 1992;
Shimazu et al., 1999). Este complexo (LPS-proteinas de reconhecimento) é capaz de li-
gar-se com receptores toll-like 4 (TLR-4), levando & ativacdo celular e producdo de me-
diadores inflamatérios (Chow et al., 1999; Qureshi et al., 1999). Estas citocinas inflama-
torias podem alcancar o SNC através de: 1- do transporte passivo com aumento da per-
meabilidade da barreira hematoencefalica (Liu et al., 1996; Minami et al., 1998), 2- do
transporte ativo mediado por receptores presentes no endotélio vascular cerebral (Banks
et al., 1989; Banks et al., 1993; Konsman et al., 2004), 3- de estruturas que ndo apresen-

tam barreira hematoencefalica (6rgaos circumventriculares e plexos coréides) (Desson e
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Ferguson, 2003; Marques et al., 2009) e 4- do transporte axonal retrégrado (Ozaktay et
al., 2006). O efeito do LPS, sobre a producdo e liberacdo dos hormdnios, é devido prima-
riamente aos mediadores inflamatérios (TNF-o, IL -1, IL-6, NO e leucotrienos)
(Turnbull e Rivier, 1999; Haddad et al., 2002). Alguns destes mediadores como por exem-
plo a IL-1B induz uma intensa ativacao dos neurénios parvocelulares do PVN, contendo
CRH, e em neurdnios magnocelulares vasoprossinérgicos e ocitocinérgicos dos nucleos
PVN e SON. Além disso, mediadores como 0 TNF- a ¢ NO séo conhecidos por causar
aumento da permeabilidade vascular e hipotensao, que também estimulam a ativacéo neu-
ronal e secrecdo desses hormonios (Matsunaga et al., 2000; Xia e Krukoff, 2003).

Um outro estimulo para secre¢do dos horménio hipofisarios é o estresse de imo-
bilizacdo, que consiste na restricdo dos movimentos do animal em decubito ventral. Para
tal, os animais sdo mantidos em tubos de metais, que limitam suas respostas defensivas.
Este modelo de estresse envolve componentes fisicos e psicoldgicos, e é comumente
usado em experimentos com ratos por ndo causar danos corporais (Paré e Glavin, 1986;
Campos et al., 2013) A duracéo e intensidade do estimulo variam conforme os diversos
protocolos experimentais, podendo ser classificados em estresse agudo ou cronico. O es-
tresse agudo pode ser entendido como uma ameaca imediata (com duracdo de minutos a
horas), que aumenta de maneira sustentada (apds 1-2 horas de estimulo), os niveis plas-
maticos de CORT, ACTH e OT (lvanyi et al., 1991; Hashiguchi et al., 1997; Nonaka,
1999; Flak et al., 2011), e transitdria dos niveis de AVP (poucos minutos apds o estimulo)
(Callahan et al., 1992; Jezové et al., 1993; Jargensen et al., 2002; Danevova et al., 2013).
Por outro lado, quando o estresse perdura por dias, semanas ou meses, ele € denominado
de crénico e pode causar uma hipoativacao do eixo HPA com baixos niveis plasmaticos
de CORT nos animais imobilizados (Ostrander et al., 2006; Lee et al., 2016).

Portanto, nos elaboramos a hipotese de que as alteragdes hormonais encontradas
durante a sepse, poderiam persistir em animais sobreviventes, resultando em atenuados
niveis hormonais que poderiam ser detectados apds desafios: osmotico (salina hiperto-
nica), imune (LPS) e estresse de imobilizagcdo. E que essas altera¢des estariam relaciona-

das a neuroinflamac&o e neurodegeneracdo hipotalamica.
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2.1 Objetivo geral

Estudar as alteracBes neuroimunoenddcrinas em animais sobreviventes a sepse
polimicrobiana experimental induzida por CLP e submetidos ou ndo a estimulos osmo-

tico, imune e de estresse imobilizante

2.2 Objetivos especificos

i.  Investigar a secre¢do hormonal (AVP, OT, ACTH e CORT) destes animais
ii.  Investigar a persisténcia de mediadores inflamatdrios no hipotdlamo destes ani-
mais
iii.  Investigar a transmissao sinaptica e possivel evidéncia de neurodegeneracao no
hipotdlamo destes animais
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3 MATERIAL E METODOS
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3.1 Animais

Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados ratos Wistar adultos, com
peso corporal entre 250 a 300 gramas, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade
de Sao Paulo, Campus de Ribeirdo Preto, e alojados em gaiolas coletivas (quatro animais
por gaiola) no Biotério | da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto — USP. Os ani-
mais foram mantidos em fotoperiodo de 12/12 horas, a temperatura controlada de apro-
ximadamente 25 + 2 °C, com &gua e dieta comercial ad libitum (Nuvilab CR-1 Autocla-
vavel, NUVITAL Nutrientes S/A). Todos os procedimentos experimentais realizados
neste estudo foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo (CEUA-
FORP protocolo n°.: 2014.1.518.58.7).

3.2 Planejamento experimental

Experimento 1: Avaliacéo do eixo hipotalamico-neurohipofisario de animais submetidos

a desafio osmético no quinto ou décimo dia ap6s a inducdo da sepse.

Animais submetidos a sepse por CLP ou Naive que sobreviveram apds 05 ou 10
dias foram utilizados no estudo. A seguir eles foram submetidos a injecdo intraperitoneal
(ip) com salina hiperténica (2M) ou com solugdo salina isotonica, e ap6s 30 minutos fo-
ram decapitados para a coleta de sangue e remocdo do encéfalo. O sangue foi utilizado
para a determinacdo de nitrato e citocinas (IL-1p e IL-6) e hormonios (AVP e OT). O
hipotalamo foi dissecado do encéfalo e, em seguida, armazenado a -70°C até a anélise de
citocinas, avaliacdo da neurodegeneracao (proteina beta-amiloide) e processo sinaptico
(sinaptofisina) (Figura 2.).
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—

8:30 a.m 9:00 a.m | |- Determinacdo no plasma da osmolalidade,

nitrato, citocinas (IL-1p e IL-6) e horménios

\ / A (AVP ¢ OT)

- Determinagdo dos niveis hipotalamicos de

n 5° ou10° d COleta das citocinas (IL-1P e IL-6), sinaptofisina e beta-
— amiloide

T —— Salina hipertonica ou ==
salina isotonica (ip)

Figura 2 - Protocolo experimental para avaliar a recuperacao do eixo hipotalamico- neu-

Ratos Wistar

rohipofisario apos desafio osmaético com salina hiperténica.

Experimento 2: Avaliacdo do eixo hipotalamico-hipofisario de animais submetidos ao

desafio imune no quinto ou décimo dia ap6s a inducdo da sepse.

Animais submetidos a sepse, que sobreviveram apos 05 e 10 receberam a injecéo
intravenosa (iv) de LPS (1.5 mg/kg) ou de solugdo salina e apés 1 horas, foram decapita-
dos para a coleta de sangue e remocéo do encéfalo. O sangue foi utilizado para a deter-
minacao de nitrato, citocinas (IL-1p e IL-6) e horménios (AVP, OT, ACTH e CORT). O
hipotalamo foi dissecado do encéfalo e, em seguida, armazenado a -70°C até a analise de

citocinas, avaliacdo da neurodegeneragdo e processo sinaptico (Figura 3.).

Cirurgia 8:30 a.m 9:30 a.m | |- Determinacdo no plasma da osmolalidade,

Ratos Wistar nitrato, citocinas (IL-1p e IL-6) ¢ hormdnios
' (AVP, OT, ACTH e CORT)

- Determinacdo dos niveis hipotalamicos de

n 50 ou 10° d Coleta das citocinas (IL-1f e IL-6), sinaptofisina e beta-
amostras amiloide

Naive ou CLP LPS ou L=
solucao salina (iv)

Figura 3 - Protocolo experimental para avaliar a recuperacdo do eixo hipotalamico-hipo-

fisario apos desafio imune com LPS.

Experimento 3: Avaliacdo do eixo hipotaldmico-hipofisario de animais submetidos ao

estresse de imobhilizacdo no quinto ou décimo dia apds a inducéo da sepse.
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Animais sobreviventes a sepse foram submetidos a imobilizacdo durante uma hora e em
seguida, foram decapitados para a coleta de sangue e remocéao do encéfalo. O sangue foi
utilizado para a determinacgdo de nitrato e citocinas (IL-1pB e IL-6) e hormonios (AVP,
OT, ACTH e CORT). O hipotalamo foi dissecado do encéfalo e, em seguida, armazenado
a -70°C até a analise de citocinas, avaliacdo da neurodegeneracdo e processo sinaptico
(Figura 4.).

:,_}; ‘ 8:30 a.m 9:30 a.m - Determinacdo no plasma da osmolalidade,
Ratos Wistar ' nitrato, citocinas (IL-1p e IL-6) e hormdnios

(AVP, OT, ACTH e CORT)
- Determinacdo dos niveis hipotaldamicos de

5° ou 10° d Coleta das citgc}igas (IL-1B e IL-6), sinaptofisina e beta-
— amostras amiloide

Naive ou CLP Imobilizacao ou |-
sem imobilizacao

Figura 4 - Protocolo experimental para avaliar a recuperacdo do eixo hipotalamico-hipo-

fisario apds o estresse de imobilizagdo.

3.3 Anestesia e Indu¢io da sepse por “ligadura e puncio cecal” (CLP)

Os animais foram anestesiados com tribromoetanol (TBE) 2,5% (Sigma-Aldrich)
em solucdo salina (25 mg/0,1 Kg), e posteriormente submetidos a incisdo mediana de
2cm no abdémen seguido da exposicdo do ceco e obstrucdo (ligadura parcial) da valvula
ileocecal. O ceco foi perfurado apenas uma vez com agulha 14G (Figura 5.) e ap0s veri-
ficagdo do extravasamento do conteudo cecal, 0 mesmo foi reintroduzido na cavidade
peritoneal. O fechamento da cavidade abdominal foi realizado em dois planos de sutura
com pontos separados. Solugdo salina estéril foi aplicada via subcutanea com liquido de

reanimacao (20 ml/Kg).
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Perfuragio
do ceco

Figura 5 - llustracdo do procedimento cirurgico de ligadura e puncdo cecal para inducao

de sepse (Buras et al., 2005).

3.4 Preparo e coleta do tecido cerebral

Os animais foram decapitados 5 ou 10 dias apds CLP sem procedimento anesté-
sico para assegurar a ndo interferéncia na dosagem plasmética dos horménios de nosso
interesse (AVP, OT, ACTH e CORT). O sangue foi coletado em microtubos plasticos
(Vacuplast — EDTA. K3, 5 mL) e centrifugado a 5000 xg, 4 °C, 20 min, para separacao
das fases solida e liquida. Aligquotas do plasma foram utilizadas para determinacédo de
nitrato plasmatico e citocinas inflamatdrias. O hipotalamo foi dissecado (por¢éo anterior
e médio-basal do hipotdlamo, desde a porcdo anterior do quiasma 6Optico até a porcao
anterior dos nucleos mamilares, incluindo o 6rgdo vascular da lamina terminal [OVLT],
SON, PVN, nucleo supra-quiasmatico, ndcleo arqueado, ndcleo ventromedial e areas pe-
riventriculares). A profundidade do fragmento foi de aproximadamente 2,0 mm de espes-
sura. Apos a dissecgdo, os tecidos foram congelados em gelo seco e armazenadas a -80°C

para posterior para quantificagdo de citocinas inflamatorias, sinaptofisina e beta-amiloide.

3.5 Determinacéo de nitrato plasmatico

Para determinar o nitrato plasmatico foi utilizada a técnica de quimiluminescéncia
NO-o0z6nio. Primeiramente, os plasmas foram desproteinizados por incubagdo com etanol
95% a 4°C por 30 minutos e, centrifugados por 5 minutos a 5000 xg. As amostras des-
proteinizadas foram injetadas em um vaso de rea¢do contendo um agente redutor (cloreto

de vanadio 0,8% em HCI 1N a 95°C), que converte o nitrato em quantidades equimolares
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de NO. O NO ¢ entdo aspirado, usando gas hélio, para a camara de quimiluminescéncia
do Sievers NO Analizer (Sievers 280 NOA, Sievers, Boulder, CO, USA). Nesta camera o
NO reage com o0 ozbnio emitindo luz vermelha, este féton emitido é entdo detectado e
convertido em sinal elétrico. A corrente gerada é convertida por um conversor analdgico-
digital e analisada em computador. A area sob a curva gerada pela corrente elétrica cor-
responde a concentracdo de nitrato da amostra. A concentracdo foi calculada por compa-
racdo com uma curva padrédo utilizando concentragfes conhecidas (0, 5, 10, 15, 30, 60

umol) de nitrato de sodio.

3.6 Determinacdo de citocinas inflamatdrias no plasma e hipotalamo

As citocinas do plasma e hipotalamo foram quantificadas por ELISA (Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay). As placas de 96 pocos (Maxisorp, NUNC) foram sensi-
bilizadas com 50 pL/poco de anticorpo de captura especifico anti-IL-1p (0,8 pg/mL) ou
anti-1L-6 (4 pg/mL) (R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA), diluidos em PBS, pH 7,2,
e incubadas a 4°C por 18-22 horas. As placas foram lavadas trés vezes com wash buffer
(R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA), para a remoc¢do do excesso de anticorpos nao
aderidos. A seguir, os poc¢os foram bloqueados com 150 pl/poco de reagente diluente
(PBS contendo 1% de BSA) para evitar ligagdes inespecificas (R&D Systems, Minnea-
polis, MN, EUA), por uma hora a temperatura ambiente. Posteriormente, 50 pl das amos-
tras ou curva padrdo (IL-1p ou IL-6 recombinante) foram pipetadas nas respectivas placas
e incubadas por 2 horas, a temperatura ambiente. Apds adi¢do de 50ul de anticorpo bio-
tinilado (IL-1p = 350 ng/ml e IL-6 = 400 ng/ml) as placas foram novamente incubadas
por 2 horas, a temperatura ambiente. Anticorpos excedentes que ndo se ligaram aos anti-
genos foram removidos por lavagem e, em seguida, 50 pl do conjugado avidina-peroxi-
dase (1:5000) foi adicionado a cada pocgo, seguido de incubacao por 20 minutos. As placas
foram lavadas e a seguir 50 pL da solugédo substrato contendo perdxido de hidrogénio
(H202) mais o cromdgeno TMB na proporcao 1:1 (tetramethylbenzidine; Life Technolo-
gies) foi adicionada a cada pogo sendo que o tempo maximo de reacdo ndo excedeu 20
minutos. A reacéo foi interrompida pela adicdo de 25 pl de &cido sulfdrico (H2SO4) 2N e
a absorbancia determinada a 450 nm (Synergy™ H1, BioTek® Instruments, Inc.). Os re-

sultados foram expressos em pg/ml para citocinas plasmaticas e pg/mg para citocinas hi-
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potalamicas. Os resultados das citocinas no hipotdlamo foram normalizados pela concen-
tracdo de proteinas presentes no tecido determinada através do método do ensaio com
acido bicinconinico (BCA) (Pierce BCA protein assay Kit).

3.7 Determinacéo da osmolalidade no plasma

A osmolalidade plasmaética foi determinada pelo ponto de congelamento usando
0 osmbmetro Fiske Mark3 Osmometer (Fiske Associates, Norwood, Massachusetts,
USA). Este procedimento foi realizado no laboratério da Prof* Dr?. Terezila Machado

Coimbra na Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto.

3.8 Determinacéo dos hormonios plasmaticos

Para determinagdo da AVP, OT, ACTH e CORT foram utilizadas amostras de
plasma. Somente para as dosagens de AVP e OT, as proteinas, contidas em 500 ul de
plasma, foram extraidas por incubag¢do com acetona e éter de petréleo. Em seguida estas
amostras foram liofilizadas e ressuspendidas em 125 pul (AVP) ou 500 ul (OT) do tampéo
de ensaio. Os ELISAs foram realizados utilizando os kits da empresa Enzo Life Sciences
Inc. para AVP e OT e os kits da empresa Wuhan USCN Business Co., Lt para ACTH e

CORT seguindo as instrugdes dos fabricantes.

3.9 Western Blot

Ap0s disseccdo os hipotdlamos foram homogeneizados por ultrassom em solugdo
contendo tampé&o do ensaio de radioimunoprecipitacdo (RIPA, Sigma-Aldrich) e um mix
de inibidores de protease (10%, Sigma-Aldrich) diluido 1:10 e 0,5% de fluoreto de fenil-
metilsulfonila (PMSF, Sigma-Aldrich). As amostras de hipotdlamo foram deixadas em
agitacdo no gelo por 2h, em seguida foram centrifugadas a 5000 xg por 20min a 4 °C para
coleta do sobrenadante. A quantidade de proteina total de cada sobrenadante foi determi-
nada usando ensaio com BCA de acordo com as instru¢Ges do fabricante (Pierce BCA
protein assay kit). As amostras (volume correspondente a 40ug de proteina) foram dilui-

das em tampédo Laemmli 2x na proporcdo 1:1 (Sigma-Aldrich). E foram submetidas a
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uma corrida eletroforética em gel de poliacrilamida 12% (125V, 90 min) para separagdo
das proteinas. Marcadores de massa molecular de 10kDa a 245kDa (Prism Ultra Protein
Ladder) foram aplicados em um dos pocos do gel para visualizacéo da separacao e quali-
dade de transferéncia. Apds eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma mem-
brana de nitrocelulose (0,45um; Amersham) em sistema de tanque de blotting sob uma
corrente de 125V durante 90 min em tampé&o de transferéncia contendo 20% de metanol.
A membrana foi incubada overnight a 4°C com anticorpos contra anti-sinaptofisina (Cell
Signaling), anti-beta-amiloide (Cell Signaling) e anti-B-actina (Santa Cruz). Anticorpo
secundario conjugado com HRP (horseradish peroxidase) anti-rabbit (Abcam) e anti-
mouse (Santa Cruz) foram diluidos 1:10000 em PBS-T com BSA 1% e as membranas
foram incubadas com agitacdo durante 2h a 4°C. A deteccdo foi feita usando um kit de
reacao quimioluminescente (ECL prime, Amersham) e as bandas detectadas foram quan-
tificadas pelo software ImageLab 5.2.1 (BioRad). Os resultados foram transformados em
unidades arbitrérias de densidade dptica e expressos pela razao de intensidade das bandas
de sinaptofisina e beta-amildide com a intensidade da banda de B-actina (controle in-

terno).

3.10 Analise estatistica

Os graficos expressando média + erro padrdo da média (EPM) e todas as anélises
estatisticas foram feitas através do programa GraphPad Prism versdo 5.0 (GraphPad Sof-
tware, Inc. 2007). Para variaveis com distribuicdo normal (distribuicdo Gaussiana) foi
utilizado o teste estatistico ANOVA, seguido pelo pds-teste de Tukey. Por outro lado, as
que ndo possuiam distribuicdo normal foram submetidas ao teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis seguido do pds-teste de Dunn. A curva de sobrevida foi expressa como
porcentagem de animais vivos. Valores de P< 0,05 foram considerados estaticamente di-

ferentes.
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4 RESULTADOS
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4.1 Avaliacéo do eixo hipotalamico-neurohipofisario de animais submetidos ao de-

safio osmotico no quinto ou décimo dia apo6s a inducéo da sepse.

Os animais que foram submetidos a sepse polimicrobiana através da cirurgia por
CLP apresentaram os sinais clinicos de infecgdo incluindo piloerecdo, letargia, exsudato
peritoneal e dilatacdo abdominal. O estimulo séptico (1 furo com agulha 14 G) induziu
uma sobrevivéncia de aproximadamente 70 % dos animais cinco dias apos a cirurgia (Fi-
gura 6a.). Dez dias apos a inducdo da sepse 50% dos animais sobreviveram (Figura
7a.).
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Figura 6 — Curva de sobrevivéncia de ratos naive ou submetidos a cirurgia de CLP (a).
Apos 5 dias os animais sobreviventes receberam injecdo intraperitoneal de salina isoto-
nica ou salina hipertonica (2M, desafio osmotico). Concentragdes plasmaticas de nitrato
(b), IL-1B (c), IL-6 (d), osmolalidade (e), AVP (f) e OT (g) foram avaliadas 30 minutos
apos o desafio osmotico. Animais naive foram usados como controle. As colunas repre-
sentam média + EPM de 5-8 animais por grupo. *P< 0.05, **P<0.01, ***P<0.001 e n.d

nao detectavel.
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A injecdo de salina hipertbnica aumentou, como esperado, a osmolalidade do
plasma de animais naive ou sobreviventes a sepse (5 ou 10 dias) comprovando a efetivi-
dade do estimulo (Figuras 6e.; 7e.). As concentracBes plasmaticas de nitrato e IL-1B en-
contravam-se aumentadas nos animais 5 dias apés a inducdo da sepse (Figura 6b, c.),
entretanto apos 10 dias seus niveis ja se encontravam basais (Figura 7b, c.). Quanto a IL-
6, a mesma nao foi detectada 5 dias ou 10 dias apds a sepse (Figuras 6d.; 7d.). O estimulo
osmatico, por sua vez, ndo alterou os niveis plasmaticos do nitrato, nem das duas citocinas
(5 ou 10 dias) nos animais sobreviventes a sepse (Figuras 6b-d.; 7b-d). Embora ndo
houve diferenca da osmolalidade depois do estimulo (5 ou 10 dias) entre os animais naive
e sobreviventes (Figuras 6e.; 7e.), as concentragdes plasmaticas de AVP estavam redu-
zidas 5 ou 10 dias (Figuras 6f.; 7f.). J& as concentracOes plasméticas de OT estavam

diminuidas com 5 dias (Figura 6g.), mas ndo mostraram diferenca no grupo de 10 dias

(Figura 7g.).
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Figura 7 — Curva de sobrevivéncia de ratos naive ou submetidos a cirurgia de CLP (a).
Apos 10 dias os animais sobreviventes receberam injecdo intraperitoneal de salina isoto-

nica ou salina hiperténica (2M, desafio osmético). Concentragdes plasmaticas de nitrato
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(b), IL-1B (c), IL-6 (d), osmolalidade (e), AVP (f) e OT (g) foram avaliadas 30 minutos
apos o desafio osmotico. Animais naive foram usados como controle. As colunas repre-

sentam média £ EPM de 5-8 animais por grupo. **P<0.01, ***P<0.001 e n.d. ndo detec-

tavel.

4.2 Avaliacdo dos niveis de citocinas inflamatdrias no hipotalamo de animais sub-

metidos ao desafio osmético no quinto ou décimo dia ap6s a indugao da sepse.

Observamos um aumento nos niveis de IL-6 no hipotalamo de animais sobrevi-
ventes a sepse (5 e 10 dias) e a administracdo da salina hipertdnica ndo alterou esses niveis

(Figuras 8b.; 9b.). Enquanto, que a citocina IL-1p foi encontrada em niveis basais tanto

em 5 dias quanto em 10 dias (Figuras 8a.; 9a.)
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Figura 8 — ConcentracOes hipotalamicas de IL-1B (a) e IL-6 (b) foram mensuradas em
naive e sobreviventes a sepse (5 dias), 30 minutos apds o desafio osmatico ou salina iso-

tonica (controle) dos animais. As colunas representam média + EPM de 5-8 animais por

grupo. *P<0.05.
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Figura 9 — ConcentracOes hipotalamicas de IL-1B (a) e IL-6 (b) foram mensuradas em
naive e sobreviventes a sepse (10 dias), 30 minutos apds a injecdo de salina hipertonica.

As colunas representam média = EPM de 5-8 animais por grupo. *P<0.05.

4.3 Avaliacéo dos niveis de sinaptofisina e beta-amildide no hipotalamo de animais

submetidos ao desafio osmotico no quinto ou décimo dia ap6s a inducéo da sepse.

Um diminuicdo no conteudo de sinaptofisina do hipotalamo foi observada em ani-
mais sobreviventes a sepse (5 e 10 dias), e a administracdo da salina hipertdnica nao al-
terou o resultado (Figuras 10b.; 11b.). Enquanto, que ndo foi detectado de beta-amildide

tanto em 5 dias, quanto em 10 dias apds o CLP (Figuras 10c.; 11c.)
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Figura 10 — Os contetdos hipotalamicos de sinaptofisina (b) e beta-amiléide (c) foram
avaliados 30 minutos ap6s o estimulo osmotico em animais naive ou sobreviventes a
sepse (5 dias). Imagem representativa do Western Blot para sinaptofisina e beta-amildide
(@). Animais naive foram usados como controle. As colunas representam média + EPM

de 5-8 animais por grupo. *P< 0.05 e n.d. ndo detectavel.
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Figura 11 — Os contetdos hipotalamicos de sinaptofisina (b) e beta-amildide (c) foram
avaliados 30 minutos ap6s o estimulo osmotico em animais naive ou sobreviventes a
sepse (10 dias). Imagem representativa do Western Blot para sinaptofisina e beta-ami-
l6ide (a). Animais naive foram usados como controle. As colunas representam média +

EPM de 5-8 animais por grupo. *P< 0.05 e n.d. ndo detectavel.

4.4 Avaliacdo do eixo hipotalamico-hipofisario em animais submetidos ao desafio

imune no quinto ou décimo dia apds a inducdo da sepse.

A injecdo com LPS, de maneira esperada, causou o aumento de nitrato, IL-1 B e
IL-6 nos naive e animais sobreviventes apds 5 dias do CLP sem apresentar diferenca entre
0s grupos estimulados (Figura 12 a-c.). Ja em 10 dias, os animais sobreviventes a sepse
tiveram um aumento de nitrato, IL-1 B, IL-6, contudo de maneira atenuada em compara-

¢do com o naive estimulado com LPS (Figura 13 a-c.).
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Figura 12 — Animais naive ou sobreviventes a sepse (5 dias) receberam injecao intrave-
nosa de salina (controle do estimulo) ou de lipopolissacarideo (LPS- 1.5mg/kg). Concen-
tragdes plasmaticas de nitrito (a), IL-1p (b), IL-6 (c), AVP (d), OT (e), ACTH (f) e CORT

(g) foram avaliadas 60 minutos apds o estimulo com LPS. As colunas representam média

+ EPM de 5-8 animais por grupo. *P< 0.05, **P<0.01 e ***P<0.001.

Houve um aumento na concentracdo plasmatica dos horménios AVP, OT, ACTH
e CORT apos a injecdo de LPS (Figuras 12 d-g.; 13 d-g.). Os niveis plasmaticos de AVP

e OT foram acentuados nos animais sobreviventes 5 dias (Figura 12 d, e.), e permanece-

ram acentuados somente no caso da AVP apo6s 10 dias da inducédo da sepse (Figura 13 d,
e.). Por outro lado, ndo ocorreram diferencas nos niveis de ACTH e CORT entre 0s grupos
(Naive e Sepse) estimulados (Figuras 12 f,g.; 13 f,g.) .
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Figura 13 — Animais naive ou sobreviventes a sepse (10 dias) receberam injecéo intrave-

nosa de salina (controle do estimulo) ou de lipopolissacarideo (LPS- 1.5mg/kg). Concen-
tracdes plasmaticas de nitrito (a), IL-1pB (b), IL-6 (c), AVP (d), OT (e), ACTH (f) e CORT

(g) foram avaliadas 60 minutos apds o estimulo com LPS. As colunas representam média

+ EPM de 5-8 animais por grupo. *P< 0.05, **P<0.01 e ***P<0.001.

4.5 Avaliacdo dos niveis de citocinas inflamatdrias no hipotalamo de animais sub-

metidos ao desafio imune no quinto ou décimo dia apds a inducao da sepse.

Observamos um aumento dos niveis de IL-1pB e IL-6 no hipotdlamo de animais

naive ou sobreviventes a sepse (5 e 10 dias) 60 minutos apos a administracdo de LPS

(Figuras 14 a,b.; 15 a,b.). Entretanto, ndo ocorreu diferenca estatisticamente significa-

tiva entre os grupos estimulados (Figuras 14 a,b; 15a,b).



Resultados |43

[ Controle
Il LPS
a. b.
154 | I I I 2 I r—J—]
*REKX 20
RRXKN * N *K
- 15- l ,!
Z 10+ = il
) E
& 104
a S—
w5 b
0 T Ll 0 T T
Naive Sobreviventes a Naive Sobreviventes a
sepse sepse

Figura 14 — Concentracdes hipotalamicas de IL-1p (a) e IL-6 (b) foram mensuradas em
naive e sobreviventes a sepse (5 dias), 60 minutos apos a injecdo de LPS. As colunas

representam média + EPM de 5-8 animais por grupo. *P< 0.05, **P<0.01 e

****P<(0.0001.
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Figura 15 — Concentracdes hipotalamicas de IL-1p (a) e IL-6 (b) foram mensuradas em
naive e sobreviventes a sepse (10 dias), 60 minutos ap6s desafio com LPS. As colunas

representam média £ EPM de 5-8 animais por grupo. *P< 0.05, **P<0.01, ***P<0.001 e

****pP<0.0001.
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4.6 Avaliacdo dos niveis de sinaptofisina e beta-amiloide no hipotalamo de animais

submetidos ao desafio imune no quinto ou décimo dia apds a inducéo da sepse.

Um diminuicdo nos niveis de sinaptofisina do hipotalamo foi observada em ani-
mais sobreviventes a sepse (5 e 10 dias) e a administracdo de LPS n&o alterou esses niveis
(Figuras 16 b.; 17b.). Enquanto, que a proteina beta-amiloide nao foi detectada em 5
dias e 10 dias apds o CLP (Figuras 16c.; 17c.).
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Figura 16 — Os conteudos hipotalamicos de sinaptofisina (b) e beta-amil6ide (c) foram
avaliados 60 minutos apos o estimulo inflamatorio (LPS) em animais naive ou sobrevi-
ventes a sepse (5 dias). Imagem representativa do Western Blot para sinaptofisina e beta-
amildide(a). Animais naive foram usados como controle. As colunas representam média
+ EPM de 5-8 animais por grupo. **P<0.01, ***P<0.001 e n.d ndo detectavel.
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Figura 17 — Os conteudos hipotalamicos de sinaptofisina (b) e beta-amil6ide (c) foram
avaliados 60 minutos ap6s a administragdo de LPS em animais naive ou sobreviventes a
sepse (10 dias). Imagem representativa do Western Blot para sinaptofisina e beta-ami-
I6ide (a). Animais naive foram usados como controle. As colunas representam média +

EPM de 5-8 animais por grupo. *P< 0.05 e n.d. ndo detectavel.

4.7 Avaliacdo da recuperacdo do eixo hipotalamico-neurohipofisario em animais
submetidos ao estresse de imobilizacdo no quinto ou décimo dia apdés a indugéo

da sepse.

No plasma as concentracdes de IL-1p e nitrato encontraram-se aumentadas 5
dias apo6s a inducédo de sepse (Figura 18 a, b.), entretanto apos 10 dias ja estavam em
niveis basais (Figura 19 a, b.). Analisando outra citocina, a IL-6, n6s observamos que
sua concentracdo permaneceu basal 5 ou 10 dias ap6s o CLP (Figuras 18 c.; 19c.). A

imobilizacdo dos animais, por sua vez, ndo alterou as concentracdes plasmaticas das
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duas citocinas, nem do nitrato nos dois timepoints (5 ou 10 dias) nos animais sobrevi-

ventes a sepse (Figura 18 a-c.; 19 a-c.).
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Figura 18 — Animais naive ou sobreviventes a sepse (5 dias) foram imobilizados ou nao
(controle). Concentracdes plasmaticas de nitrato (a), IL-1B (b), IL-6 (c) AVP (d), OT (e)
ACTH (f) e CORT (g) foram mensuradas 60 minutos ap06s a contencao dos animais. As
colunas representam média £ EPM de 5-8 animais por grupo. *P< 0.05, **P<0.01,
***p<(0.001, ****P<0.0001 e n.d. ndo detectavel.

Os animais imobilizados (naive ou sobreviventes a sepse) apos 5 ou 10 dias apre-
sentaram um aumento esperado nos niveis plasmaticos de OT, ACTH e CORT, compro-
vando a eficiéncia do estimulo (Figuras 18 e-g.; 19 e-g.). Por outro lado, a AVP nao foi
detectada no plasma dos animais naive e sobreviventes (Figuras 18 d.; 19 d.). Adicio-
nalmente, ndo houve diferenga nos niveis plasmaticos de todos os horménios detectados

(5 e 10 dias) entre os animais naive e sobreviventes a sepse (Figuras 18 e-g.; 19 e-g.).
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Figura 19 — Animais naive ou sobreviventes a sepse (10 dias) foram imobilizados ou ndo
(controle). ConcentracGes plasmaticas de nitrato (a), IL-1p (b), IL-6 (c), AVP (d), OT (e),
ACTH (f) e CORT (g) foram mensuradas 60 minutos apds a contencdo dos animais. As
colunas representam média £ EPM de 5-8 animais por grupo. *P< 0.05, **P<0.01,
***P<0.001 e n.d ndo detectavel.

4.8  Avaliagdo dos niveis de citocinas inflamatdrias no hipotadlamo de animais
submetidos ao estresse de imobilizacédo no quinto ou décimo dia apdés a indugéo

da sepse.

Notamos um aumento nos contetdos IL-6 no hipotalamo de animais sobreviven-
tes a sepse (5 e 10 dias), enquanto a IL-1P se manteve em niveis basais. A restricdo ndo
alterou as concentracdes das citocinas hipotalamicas nos animais naive ou sobreviventes
(Figuras 20 a,b.; 21 a,b.).
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dos animais. As colunas representam média £+ EPM de 5-8 animais por grupo.

***pP<0.001.

[ Controle

Il Estresse de imobilizacio

60- 150 - | |

2 100
i 50 -
1
: . ol 1w .

Naive Sobreviventes a
sepse

o P
= 404 0
5t &
)
L 2
= =
" 20 !
' o
= =

Naive Sobreviventes a
sepse

Figura 21 — Concentracdes hipotalamicas de IL-1p (a) e IL-6 (b) foram mensuradas em
naive e sobreviventes a sepse (10 dias), 60 minutos apds a imobilizacdo ou ndo (controle)

dos animais. As colunas representam média + EPM de 5-8 animais por grupo. **P<0.01.

4.9 Avaliacéo dos niveis de sinaptofisina e beta-amildide no hipotalamo de animais

submetidos ao estresse de imobiliza¢do no quinto ou décimo dia apos a indugao

da sepse.
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Uma reducéo nos contetidos de sinaptofisina do hipotalamo foi observada em ani-
mais sobreviventes a sepse (5 e 10 dias) e esses niveis ndo foram alterados pela restricdo
(Figuras 22 b.; 23 b.). A proteina beta-amiléide ndo foi detectada em nenhum tempo

analisado (Figuras 22 c.; 23 c.).
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Figura 22 — Os conteudos hipotaldamicos de sinaptofisina (b) e beta-amiléide(c) foram
mensurados 60 minutos apos a imobilizacdo de animais naive ou sobreviventes a sepse
(5 dias). Imagem ilustrativa do Western Blot para sinaptofisina e beta-amildide(a). Ani-
mais naive foram usados como controle. As colunas representam média + EPM de 5-8

animais por grupo. *P< 0.05, ***P<0.001 e n.d. ndo detectavel.
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Figura 23 — Os conteudos hipotalamicos de sinaptofisina (b) e beta-amildide(c) foram
mensurados 60 minutos apos a imobilizacdo de animais naive ou sobreviventes a sepse
(10 dias). Imagem ilustrativa do Western Blot para sinaptofisina e beta-amiloide(a). Ani-
mais naive foram usados como controle. As colunas representam média + EPM de 5-8

animais por grupo. *P< 0.05, **P<0.01 e n.d. ndo detectavel.

A figura resume através de um esquema representativo os resultados obtidos (Fi-

gura 24.).
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Figura 24 - Esquema representando as alteragfes encontradas nos animais sobreviventes

a sepse submetidos ao desafio osmotico, imune ou estresse de imobilizagéo.
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5 DISCUSSAO
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No presente estudo, n6s observamos um aumento periférico dos mediadores in-
flamatorios: nitrato e IL-1p, e centralmente da citocina IL-6 no hipotalamo de animais
sobreviventes a sepse. Adicionalmente, também encontramos uma diminuic¢éo no conte-
udo hipotaldamico de sinaptofisina, sendo um indicio de processo neurodegenerativo. Al-
guns desses eventos fisiopatoldgicos em sobreviventes foram associados as alteracdes nas
concentragOes plasmaticas de AVP e OT em resposta aos desafios osmotico e imune.

Nosso modelo de sepse por CLP (um furo com agulha 14G) induziu mortalidade
de aproximadamente 50% até o oitavo dia, posteriormente ndo foram observadas mais
mortes. Os animais no quinto dia apds a inducdo da sepse foram considerados animais
sobreviventes em estagio inicial de recuperagdo e no décimo dia animais em estégio tardio
de recuperacdo. Nos também encontramos bacteremia de 30%, cinco dias ap6s o CLP e
ndo detectamos carga bacteriana no sangue, no baco ou no linfonodo mesentérico, 10 dias
p6s-CLP. Além disso, as enzimas hepaticas estavam em niveis basais no décimo dia apds
a inducdo da sepse (dados ndo apresentados). Adicionalmente, estudos prévios tem ca-
racterizado bem a recuperacdo fisioldgica dos sobreviventes neste modelo experimental
com apenas um furo no ceco de ratos Wistar (Ritter et al., 2003; Barichello et al., 2005a;
b; Tuon et al., 2008; Comim et al., 2011). Assim, o0 modelo mostrou-se adequado aos

propositos dos experimentos.

5.1 Alterac0es periféricas

Primeiramente, sabendo-se que existe um comprometimento nos eixos HPA e hi-
potalamo-neurohipofisario em diversos modelos de sepse e em pacientes sépticos (Soni
etal., 1995; Landry et al., 1997; Corréa et al., 2007; Siami et al., 2010; Polito, Sonneville,
et al., 2011; Oliveira-Pelegrin, Saia, et al., 2013), avaliamos a recuperagdo desses eixos
5 e 10 dias apds os animais terem sido submetidos a inducgéo da sepse. Esta recuperacao
foi avaliada atraves do desafio osmotico (salina hipertdnica), imune (LPS) ou estresse de
imobilizacdo. Estes estimulos, conforme referido na introducéo, s&o conhecidos por cau-
sar a secrecdo de hormonios hipofisarios como é o caso da AVP, OT e ACTH (Dunn et
al., 1973; Weitzman et al., 1978; Cunningham e Sawchenko, 1991; Callahan et al., 1992;
Rocha et al., 1993; Jgrgensen et al., 2002; Vahl et al., 2005; De Carvalho Borges et al.,
2006).

Em resposta a hiperosmolalidade, neurbnios osmorreceptores presentes no OVLT,

orgao subfornical (SFO) e area pre-Optica medial (MnPO), que se projetam para 0 SON
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e PVN estimulam os neurdnios magnocelulares causando a liberacdo de AVP e OT
(Cunningham e Sawchenko, 1991; Bourque, 2008). Apesar da salina hipertdnica aumen-
tar a osmolalidade em todos os animais administrados, nds observamos uma atenuada
secrecdo da AVP em animais sobreviventes a sepse (5 e 10 dias apds a cirurgia). Nossos
resultados, portanto confirmam estudo clinico que demonstra a mesma atenuag&o nos ni-
veis plasmaticos de AVP ap06s estimulo osmotico em alguns sobreviventes a sepse (Siami
et al., 2013). Nos também encontramos atenuada concentragdo de OT no plasma de ani-
mais cinco dias apés e inducao da sepse, entretanto ndo ha na literatura estudos clinicos
que relatam a secrecdo deste hormonio em sobreviventes a sepse. Uma explicacdo para o
comprometimento na secrecdo da AVP e OT na sepse € que ocorreria dano nas regides
osmorregulatérias (OVLT, SFO e MnPO) (Thrasher et al., 1982; lovino e Steardo, 1984).
Estas regides sdo desprovidas de barreira hematoencéfalica e podem, portanto sofrer a
acao direta de componentes bacterianos e de mediadores inflamatorios produzidos du-
rante a sepse (Lacroix et al., 1998; Quan et al., 1999; Shimada e Hasegawa-Ishii, 2017).
Entretanto, nds observamos uma diferenca no tempo de recuperacdo da secrecdo de AVP
e OT. Isto pode ser explicado pelo fato de que um mesmo estimulo (salina hipertonica)
leva a secrecdo desses hormonios em diferentes magnitudes, como observado por varios
pesquisadores (Hartman et al., 1986; Kasting, 1988). Isto dever ser causado pela estimu-
lacdo de vias diferentes, no caso da secregédo destes dois hormonios. Como descrito na
introducao, diversos estimulos sdo conhecidos por causar a secrecdo simultanea ou sele-
tiva de AVP ou OT, (Cunningham e Sawchenko, 1991). Entdo é provavel que apesar da
liberacdo simultanea, a secrecéo destes hormoénios possa ser seletivamente regulada, ocor-
rendo distintos tempos de recuperagao.

Supreendentemente, nds evidenciamos uma acentuada secrecdo de AVP e OT em
animais sobreviventes ap6s o desafio imune com LPS. Assim como na salina hipertonica,
0 tempo de recuperacdo da secrecdo destes hormonios € distinto. A administracdo dessa
endotoxina mimetiza algumas das respostas fisiopatologicas causadas pela sepse, como:
resposta inflamatoria sistémica, hipotensdo, taquicardia e alteracdo na secrecdo da AVP
e OT (Carnio et al., 2005; Moreto et al., 2006). Os mediadores inflamatorios periféricos
que alcancam o SNC estimulam, por sua vez, as glias e neurdnios a produzir mais citoci-
nas (Sébire et al., 1993; Nadeau e Rivest, 2000). Recentemente, nds observamos um au-
mento na permeabilidade da barreira hematoencefalica na regido hipotalamica associada

a ativacdo microglial no SON em ratos sépticos, (Da Costa et al., 2016). De fato, diversos
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trabalhos mostram um comprometimento ou aumento da permeabilidade da barreira he-
matoencefélica durante a sepse (Davies, 2002; Yeh et al., 2015; Kuperberg e
Wadgaonkar, 2017). Assim, essas citocinas produzidas na periferia e centralmente podem
estimular a secrecdo da AVP e OT agindo diretamente nos neurdnios magnocelulares
(Nakatsuru et al., 1991; Yasin et al., 1994; Palin et al., 2009). A producéo periférica de
mediadores inflamatdrios também resulta em hipotensdo. A hipotensdo e distensdo da
parede vascular apds a administracdo do LPS levam a deformacao mecénica nas termina-
¢Oes nervosas dos barorreceptores. Essa informacédo é conduzida via glossofaringeo ou
nervo vago para o nucleo do trato solitario (NTS) excitando neurdnios catecolaminérgi-
cos. Por sua vez, essas vias aferentes que chegam no NTS ascendem ao PVN e SON
induzindo a secrecdo de AVP e OT (Cunningham e Sawchenko, 1991; Renaud, 1996).
Adicionalmente, regides que participam do balan¢o hidroeletrolitico como AV3V e SFO
parecem envolvidas na estimulacdo da secrecdo de hormonios hipofisarios durante o de-
safio imune em animais naive (Borges e Da Rocha, 2006; De Carvalho Borges et al.,
2006). Como mencionado anteriormente, essas areas desprovidas de barreira hematoen-
cefalica serviriam como portas de entrada para mediadores inflamatérios no SNC (Ota et
al., 1997; Desson e Ferguson, 2003). Entretanto vale ressaltar que no contexto de animais
sobreviventes a uma injaria prévia (sepse polimicrobiana), ndo sdo conhecidos os meca-
nismos pelos quais os mediadores inflamatdrios poderiam alcancgar o SNC.

Na fase inicial da sepse a hipotensdo consegue estimular o aumento da concen-
tracdo plasmatica da AVP e OT. Ja na fase tardia, apesar da hipotensao persistente e pro-
gressiva existe um comprometimento da secrecdo de AVP, resultando em choque séptico
e eventual morte do individuo. Portanto esta secrecdo inapropriada nas fases tardias da
sepse é considerada um dos principais eventos na fisiopatologia séptica (Corréa et al.,
2007; Athayde et al., 2009; Oliveira-Pelegrin, De Azevedo, et al., 2010; Oliveira-
Pelegrin, Saia, etal., 2013; Wahab et al., 2013). Assim, esperadvamos que como no desafio
osmotico, a secregdo destes hormonios nos animais sobreviventes fosse atenuada apos o
desafio com LPS, entretanto isso ndo aconteceu.

Uma hipotese para a secrecdo acentuada de AVP ap06s a administragdo de LPS nos
animais sobreviventes seria a maior sensibilidade as citocinas do SON e PVN. Interes-
santemente, animais adultos (previamente desafiados com LPS no periodo neonatal) apre-
sentam um aumento da secrecdo de AVP na fase tardia da sepse polimicrobiana (Saia et
al., 2011). De maneira similar, um aumento da despolarizagdo dos neurénios do SON

ocorreu, quando “slices” do hipotalamo foram pré-tratados com LPS e posteriormente
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incubados com citocinas (Wang et al., 2000). Adicionalmente, em trabalho anterior nosso
grupo evidenciou um aumento nos niveis de receptores para citocina IL-18 no SON de
animais sépticos (Oliveira-Pelegrin et al., 2014). Assim, persiste a ser desvendado o0 mo-
tivo pelo qual a secrecéo de AVP encontra-se acentuada apds um desafio patologico como
0 LPS e, as consequéncias fisiopatoldgicas deste aumento. Contudo, acreditamos que es-
sas alteracdes hormonais sdo danosas (Yamamoto et al., 1997; Stabile et al., 2016), pois
estudos mostram um aumento da susceptibilidade a novas infeccdes e baixa sobrevida
nos sobreviventes a sepse (Heyland et al., 2000; Angus et al., 2001; Wang et al., 2014;
Yende et al., 2014).

Por outro lado, ndo houve diferenga na secrecdo de ACTH e corticosterona entre
os animais desafiados com LPS (naive e sobreviventes a sepse). O controle do eixo HPA
envolve a acdo de mediadores inflamatdrios sobre regides que inibem os neurdnios gaba-
érgicos do nucleo de leito da estria terminal (BnST- basal nucleus of stria terminalis).
Desta maneira, o LPS recruta sistemas neurais das regiées do ndcleo caudal, do trato so-
litario, amigdala central e BnST dorsolateral, que suprimem o controle inibitério do BnST
no eixo HPA (Bienkowski e Rinaman, 2011). Os mediadores inflamatérios como a IL-1f3
também podem agir diretamente sobre o PVN induzindo a secrecdo de CRH (Spinedi et
al., 1992) Ja a IL-2 age na adenohipdfise levando a liberagdo de ACTH (Smith et al.,
1989) ou a IL-6 no cdrtex adrenal causando a secrecdo de corticosterona (Bethin et al.,
2000). Além disso, o eixo HPA ainda pode sofrer controle positivo pela acdo da AVP e
negativo pela OT (Fleischer e Vale, 1968; Neumann et al., 2000). No caso do atual tra-
balho, ambos os horménios estavam elevados durante o estimulos com LPS mostrando
que provavelmente este eixo ja se encontra recuperado ap6s 5 e 10 dias de inducdo de
sepse. Uma possivel explicacdo para os distintos padrdes de ativacdo dos eixos hipota-
lamo-neurohipdfisario e HPA em animais sobreviventes, é que as vias envolvidas na ati-
vacdo do HPA no desafio imune sdo mais protegidas. Diferentemente do que ocorre no
estimulo osmdético, quando a secrecdo de AVP e OT depende de areas desprovidas de
barreira hematoencefalica. De fato, regides como OVLT e SFO parece estarem compro-
metidas durante a sepse por sua maior exposicao a mediadores inflamatorios (Ota et al.,
1997; Desson e Ferguson, 2003). Por outro lado, estudos demonstram que ratos adultos
(expostos no periodo neonatal ao LPS) apresentavam niveis plasmaticos aumentados de
corticosterona em resposta a diferentes tipos de estresse (Shanks et al., 1995; Shanks et
al., 2000; Ellis et al., 2005; 2006). Portanto alteragdes no eixo HPA parecem depender

de fatores como tipo de estimulos e faixa etaria dos animais.
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Nos experimentos de contencdo, os animais imobilizados (naive ou sobreviventes
a sepse) apos cinco ou 10 dias apresentaram um aumento esperado nos niveis plasmaticos
de OT, ACTH e CORT, comprovando a eficiéncia do estimulo. Infelizmente a dosagem
de AVP, entretanto ficou prejudicada por problemas técnicos. Os resultados mostraram
que ndo houve diferenca na secrecdo da OT, ACTH e CORT entre 0s animais naive e
sobreviventes a sepse (5 e 10 dias) ap6s o estimulo. A via de modulagdo do eixo HPA
durante o estresse de contencdo envolve areas limbicas, como por exemplo, o cértex pré-
frontal, o hipocampo e a amigdala, através de conexdes destas areas com neurénios ga-
baérgicos do BnST, localizado na area pré-optica do hipotalamo (Diorio et al., 1993; Choi
et al., 2007; Choi et al., 2008). As vias aferentes provenientes da amigdala provocam
ativagdo do eixo HPA, inibindo os neurdnios gabaérgicos no BnST (Herman et al., 1992;
Bhatnagar et al., 2004). Por outro lado, a modulacdo hipocampal estimula os neurénios
gabaérgicos BnST causando um tdnus inibitorio sobre o eixo HPA (Herman et al., 1992;
Bhatnagar et al., 1997; Han et al., 2002; Herman et al., 2005). J& as bases neuroanatémi-
cas envolvidas no controle da resposta ocitocinérgica sdo pouco conhecidas. Estudos tém
demonstrado que neurdnios serotoninérgicos e noradrenérgicos sdo importantes na indu-
cao da secrecdo de ocitocina durante a contencdo (Carter e Lightman, 1987; Jgrgensen et
al., 2002). Portanto estas vias neurais relacionadas com a secre¢do de ACTH, CORT e
OT parecem estar recuperadas nos animais sobreviventes a sepse. Entdo a recuperacdo
deste eixo assim como ocorre ap6s o estimulo imune pode ser devido a protecéo das areas
envolvidas com o controle da secrecdo destes hormonios.

Neste trabalho, nés observamos um aumento do nitrato no plasma em animais
sobrevivente a sepse somente no quinto dia ap6s a cirurgia, demonstrando que 0s animais
no quinto dia apos a cirurgia ainda ndo estavam totalmente recuperados, o que so foi
possivel ser evidenciado no décimo dia. O nitrato é um metabdlito, que indiretamente
indica a formacéo de NO (Krafte-Jacobs et al., 1997). Perifericamente, altos niveis de NO
resultam na diminuicao da pressdo arterial e uma reducéo da resposta a vasoconstritores,
contribuindo para uma faléncia cardiovascular durante o choque séptico (Corréa et al.,
2007; Bruhn et al., 2009). De maneira similar ao NO, as concentragdes de IL-1f encon-
traram-se aumentadas cinco dias ap6s a indugéo de sepse, entretanto ap6s 10 dias ja esta-
vam em niveis basais confirmando a possibilidade de que os animais estavam recuperados
totalmente da sepse no décimo dia. Apesar de altas concentracBes plasmaticas de IL-1p
ndo estarem associadas a alta taxa de mortalidade, essa citocina pode contribuir para dis-

funcéo da secrecdo dos hormdnios neurohipofisarios como ja foi observado em trabalhos
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prévios de nosso laboratorio (Wahab et al., 2015; Wahab et al., 2016). Nosso grupo ob-
servou aumento de IL-1B e nitrato no hipotalamo e que foi associado ao comprometi-
mento da secrecdo de AVP, 24 horas apés a inducdo da sepse (Corréa et al., 2007; Wahab
et al., 2015). Este comprometimento parece ser devido, conforme ja descrito, a apoptose
dos neurénios vasopressinérgicos do hipotdlamo que ocorreria pela maior producdo de
NO talvez via IL-1p que pode induzir a expressdo central da enzima iNOS (Wahab et al.,
2016).

Adicionalmente, analisando outra citocina, a IL-6, n6s observamos que sua con-
centracdo permaneceu basal cinco ou dez dias apds o CLP. De fato, esse mesmo padrédo
de deteccdo da IL-1p, mas ndo IL-6 no sangue de animais sobreviventes também foi en-
contrado em outro estudo (Griffin et al., 2016). Altos niveis de IL-6 plasmaética sdo asso-
ciados positivamente com elevada taxa de mortalidade, sendo considerado um bom pre-
ditor de morte (Vyas et al., 2005; Pallas Beneyto et al., 2016). Portanto faz sentido essa
citocina ndo ser detectada nos animais sobreviventes.

O desafio osmético ou estresse por imobilizacdo, ndo alteram as concentragoes
plasmaticas das duas citocinas, nem do nitrato nos animais dos naive e sobreviventes nos
dois timepoints analisados. Portanto, apds os desafios, no quinto dia de sobrevivéncia
perdura o aumento dos mediadores enquanto no décimo dia as concentra¢fes dos mesmos
permanecem basais. Ja 0 desafio imune com LPS aumenta os niveis de citocinas e nitrato,
mostrando que apenas neste caso a estimulacao da secre¢do dos horménios parece depen-
der da producdo de mediadores inflamatorios. Por outro lado, nos animais 10 dias apds o
CLP este aumento foi levemente atenuado. Semelhantemente, em outros modelos de
sepse, por exemplo, com exposicdo neonatal ao LPS e posterior reexposi¢do na vida
adulta, foi observado supressao da febre associada com uma significativa reducao na pro-
ducéo de citocinas inflamatorias (11-1B, IL-6 e TNF-a) (Ellis et al., 2005; Spencer et al.,
2006). Uma hipotese aventada para a atenuada secregdo de mediadores inflamatdrios seria
devido a imunossupressao frequentemente encontrada em sobreviventes a sepse
(Nascimento et al., 2010; Monneret et al., 2011; Markwart et al., 2014). Entretanto, nds
ndo observamos a imunossupressao cincodias apos a cirurgia, provavelmente devido a

ndo recuperacdo total dos animais quando alguns mediadores inflamatorios perduram.
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5.2 Alterac6es hipotalamicas

Investigando as possiveis alteracGes neuroinflamatdrias que poderiam ocorrer no
hipotdlamo foram avaliados os conteidos hipotalamicos das citocinas IL-1p e IL-6 dos
ratos sobreviventes. Surpreendentemente, nds encontramos aumento dos niveis de IL-6.
Esta citocina é considerada essencial na patogénese da encefalopatia séptica (Chaudhry e
Duggal, 2014) e seus niveis elevados foram detectados no liquor de ratos sobreviventes a
sepse com comprometimento cognitivo (Steckert et al., 2013). Sendo assim, embora apa-
rentemente 0s animais parecessem estar recuperados apos 10 dias da sepse eles ainda
apresentavam altos niveis de um marcador de encefalopatia.

O desafio osmotico ou estresse por imobilizacdo, por sua vez, ndo alteram as con-
centracOes hipotaldmicas das duas citocinas nos sobreviventes. Estes animais quando es-
timulados com LPS apresentaram um aumento de IL-1p. Por outro lado, o desafio com
LPS ndo teve um efeito adicional sobre os altos niveis de IL-6 presentes nos animais
sobreviventes. Em relacdo a secre¢cdo dos neurohormdnios, como descrito anteriormente,
a sensibilizacdo prévia dos neurdnios magnocelulares a componentes bacterianos, nos
animais sobreviventes poderia ser responsabilizada pela acentuada secrecdo de AVP ob-
servada apds o LPS.

Outra alteracdo persistente encontrada no hipotdlamo dos nossos animais foi a
diminuicdo nos contetdos de sinaptofisina, que é considerada um marcador de integri-
dade sinaptica (Wiedenmann e Franke, 1985; Eastwood et al., 1995). Essa glicoproteina
¢ associada a processos neuroinflamatorios e neurodegenerativos (Glantz e Lewis, 1997;
Shankar e Walsh, 2009). Por exemplo, um mediador inflamatério como TNF-a. foi visto
contribuir para a perda sinaptica em modelo de Alzheimer (Medeiros et al., 2010). Ja a
IL-1p secretada pelas células microgliais € o principal mediador de dano sindptico durante
asepse (Moraes et al., 2015). Adicionalmente, baixo contetdo de sinaptofisina hipocam-
pal foi encontrado associado ao persistente comprometimento cognitivo em animais so-
breviventes a sepse e (Schwalm et al., 2014; Moraes et al., 2015). Sendo assim, essas
alteracOes na sinaptofisina poderiam explicar também o enfraquecimento da resposta de
secrecdo dos hormonios neurohipofisarios dos sobreviventes apos estimulo osmotico,
mas ndo apds desafio com LPS ou estresse de imobilizacéo ja que estes ultimos desafios
ndo foram capazes de comprometer a secrecdo dos hormonios. Nossos achados relacio-
nados com o dano sinaptico ndo excluem a possibilidade de outras regiGes estarem com-

prometidas e até mesmo a existéncia de areas hipotalamicas nao afetadas. Realmente, um
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estudo, demonstrou que outras estruturas cerebrais (hipocampo, cortex cerebral) apresen-
tam um dano sindptico apos a sepse (Moraes et al., 2015). Nds também avaliamos a ocor-
réncia de neurodegeneracdo hipotaldmica atraves da proteina beta-amildide, mas nao a
detectamos nos animais sobreviventes a sepse. Por outro lado, esta proteina tem sido en-
contrada em estruturas cerebrais relacionadas com cogni¢cdo como: cortex pré-frontal e
hipocampo (Schwalm et al., 2014).. Entretanto, isto ndo exclui a possibilidade, que em
uma etapa mais tardia de recuperacdo sejam detectados esses marcadores neurodegene-
rativos. Realmente, estudos mostram que alteracdes fisiopatologicas acontecem em so-
breviventes mesmo apds um a dois meses de terem sido submetidos ao CLP (Steckert et
al., 2013; Schwalm et al., 2014; De Souza et al., 2016). Adicionalmente, nenhum dos
estimulos (desafio osmético, LPS, estresse de imobilizacdo) alterou os niveis de sinapto-
fisina ou beta-amiloide nos animais analisados, demonstrando, portanto que possivel-
mente estimulos agudos ndo alteram a curto prazo os niveis destas proteinas.

Em suma, apesar dos animais apresentarem alguns sinais de recuperacgéo, 0 au-
mento de IL-6 e a diminuicdo da sinaptofisina, sugerem uma possivel neurodegeneragédo
hipotaldmica em longo prazo. Portanto, mais estudos sdo necessarios para investigar a

presenca de marcadores neurodegenerativos em etapa mais tardia de recuperacao.
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6 CONCLUSOES
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Concluimos que animais sobreviventes a sepse apresentam alteragcdes neuroimu-
noenddcrinas dependentes do estimulo (osmético ou imune) com evidéncias de processos

neurodegenerativos.
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Abstract

Background/Purpose Recent studies have reported that
sepsis survivors show impaired central nervous system
functions. The osmoregulation in this post-sepsis condi-
tion has not been well investigated. In the present study,
we evaluated the secretion of neurohypophyseal hormones,
arginine vasopressin (AVP) and oxytocin (OT), and water
intake induced by osmotic challenge in survivor rats.
Methods Wistar rats were submitted to sepsis by cecal
ligation and puncture (CLP). Five days after CLP surgery,
the survivor and naive animals were stimulated with an
osmotic challenge consisting of hypertonic saline adminis-
tration. Thirty minutes later, blood and brain were collected
for determination of osmolality, nitrite, interleukin (IL)-1p,
IL-6, AVP and OT levels and c-fos expression analysis of
hypothalamic supraoptic nuclei (SON), respectively. In
another set of sepsis survivor animals, water intake was
measured for 240 min after the osmotic stimulus.

Results  High levels of nitrite and IL-1p, but not IL-6,
were found in the plasma of sepsis survivors and this long-
term systemic inflammation was not altered by the osmotic
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challenge. Moreover, the AVP and OT secretion (but not
the osmolality) and c-fos expression in SON were signifi-
cantly attenuated in CLP survivor animals. Additionally,
there was no alteration in the water intake response induced
by osmotic challenge in the sepsis survivor group.

Conclusion The results suggest that the inflammatory
components mediated a persistent impairment in the com-
ponent of the osmoregulatory reflex affecting the secretion
of neurohypophyseal hormones in sepsis survivor animals.

Keywords Cecal ligation and puncture - Water intake -
c-Fos - Hypertonic saline - Cytokines

Introduction

Sepsis is a systemic inflammatory syndrome characterized
by exacerbated activation of the innate immune system fol-
lowed by severe dysfunctions of vital organs [1]. Impair-
ment of neurohypophyseal hormones secretion has been
considered one of the main pathophysiological events in
sepsis [2, 3]. These hormones are synthesized by magno-
cellular neurons in hypothalamic supraoptic (SON) and
paraventricular nuclei (PVN) and, in physiological condi-
tions, are secreted in response to stimuli such as hyperos-
molality, hypovolemia, stress and angiotensin 1I, playing
a critical role in maintaining fluid and electrolytes homeo-
stasis [4]. Recently, studies in sepsis models have shown
alterations in the osmoregulatory neurons associated with
arginine vasopressin (AVP) secretion and thirst [5]. Fur-
thermore, during the early phase of sepsis. blood AVP and
oxytocin (OT) levels are initially increased in response to
hypotension/hypovolemia; but with the progression of the
disease (late phase), these hormones are found in basal lev-
els, despite the presence of a lasting hypotension [3, 6-8].

@ Springer
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Abstract

The impairment in arginine vasopressin (AVP) secretion during sepsis is described in clinical and
experimental studies and has been associated with oxidative stress, apoptosis, and diminished
activation of hypothalamic neurons. Few studies have, however, assessed these abnormalities in
sepsis survivors. Here we performed two sets of experiments on Wistar rats that had been
subjected to sepsis by cecal ligation and puncture (CLP) or nonmanipulated (naive) as control. In
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