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RESUMO

INFLUENCIA DA CURCUMINA NA MORFOLOGIA E FUNCAO
HEPATICA DURANTE A SEPSE

Palavras-chave: clp, lesdo hepatica, sepse.

Considerada um problema de satide publica grave, a sepse possui carater sist€émico,
progressao rapida e esta associada a altas taxas de morbidade e mortalidade. Apesar dos
recentes avangos no diagndstico e na terapéutica, a evolucao do quadro séptico cursa com
lesdo e disfuncdo em diversos 6rgdos, incluindo o figado. A resposta imune exacerbada
com produgdo excessiva de mediadores inflamatdrios pode lesionar € comprometer o
tecido hepatico, suas fungdes e, consequentemente a melhora do paciente. As células de
Kupffer estdo diretamente envolvidas na mediagdo de tal resposta, pois desempenham
uma grande plasticidade como caracteristica, sdo capazes de ativarem em diferentes perfis
como, pro-inflamatdério M1, com producdo de 6xido nitrico (NO) e/ou anti-inflamatério
M2, com producdo de arginase. Uma das formas promissoras de terapia da sepse € o uso
de substancias naturais, como a curcumina, pois possui fungdes anti-inflamatérias e
antioxidantes relevantes, ¢ estudos indicam suacapacidade de reduzir os efeitos nocivos
provocados pela resposta inflamatdéria nasepse. Portanto, o objetivo desse trabalho ¢é
avaliar o efeito da curcumina sobre as alteragdes morfologicas e funcionais ocorridas no
figado de camundongos submetidos a sepse experimental induzida por ligadura e
perfuragdo do ceco (CLP). Para isto, foram utilizados camundongos machos, adultos, da
linhagem C57Bl/6 e divididos em grupos de animais: falso-operados (SHAM), falso-
operados e tratados com CUR(SHAM+CUR), animais submetidos a sepse (CLP) e
animais submetidos a sepse e tratados com CUR (CLP+CUR). Os grupos foram
subdivididos em tempos de 24, 48,72 e 120 horas. Apos cada periodo experimental, os
animais dos diferentes grupos foram anestesiados e eutanasiados. Em seguida, o figado
foi excisado, processado e corado com hematoxilina e eosina (HE) para analise
histolégica e com PAS (4cido periddico + reativo de Schiff) para avaliagdo de depositos
de glicogénio. Para avaliagdo da fungdo hepatica o sangue dos animais foi coletado sem
anticoagulantes, o soro obtidofoi aliquotado, identificado e acondicionado em freezer -
80°C até o momento da mensuragdo das enzimas aspartato aminotransferase (AST),
alanina aminotransferase (ALT), albumina e globulina. Na avaliagao histopatologica de
HE, foi possivel observar que nos grupos CLP+CUR 48h e 72h a esteatose reduziu em
relagdo aos subgrupos CLP 48h e 72h. Na avaliacao histopatologica de PAS foi possivel
observar areas moderadas de glicogénio nos grupos CLP+CUR 72h e 120h, em relagdo
aos subgrupos CLP 72h e 120h. Os marcadores bioquimicos de integridade dos
hepatocitos (AST, ALT e AST/ALT), mostraram que a curcumina reduziu as enzimas
de lesao hepatica, prevenindo o dano hepatico. Na avaliacao dos parametrosbioquimicos
de sintese e metabolismo hepatico (Albumina, proteinas totais e Alb/Glob),mostrou que
a curcumina estimulou as fungdes de sintese do figado, aumentando a producdo de
proteinas. Foi possivel concluir que a curcumina conseguiu reduzir oaparecimento de
lesdes e danos ao tecido hepatico durante a sepse, preservando parcialmente a sua
integridade e funcionalidade. Foi também capaz de prevenir a reducdo dos niveis de
glicogénio durante a sepse.



ABSTRACT

INFLUENCE OF CURCUMINNON LIVER MORPHOLOGY AND
FUNCTION DURING SEPSIS

Keywords: clp, liver damage, sepsis.

Considered a serious public health problem, sepsis has a systemic character, rapid
progression and is associated with high rates of morbidity and mortality. Despite recent
advances in diagnosis and therapy, the evolution of the septic condition leads to injury
and dysfunction in several organs, including the liver. The exacerbated immune response
with excessive production of inflammatory mediators can damage and compromise the
liver tissue, its functions and, consequently, the patient's improvement. Kupffer cells are
directly involved in mediating such a response, as they play a great plasticity as a
characteristic, they are able to activate in different profiles such as pro- inflammatory M1,
with production of nitric oxide (NO) and / or anti-inflammatory M2, with arginase
production. One of the promising forms of sepsis therapy is the use of natural substances,
such as curcumin, as it has relevant anti-inflammatory and antioxidant functions, and
studies indicate its ability to reduce the harmful effects caused by the inflammatory
response in sepsis. Therefore, the objective of this work isto evaluate the effect of
curcumin on the morphological and functional changes that occurred in the liver of mice
submitted to experimental sepsis induced by ligation and perforation of the cecum (CLP).
For this purpose, adult male C57B1/ 6 mice were used and divided into groups of animals:
false-operated (SHAM), false-operated and treated with CUR (SHAM + CUR), animals
subjected to sepsis (CLP) and animals submitted tosepsis and treated with CUR (CLP +
CUR). The groups were divided into 24, 48, 72 and 120 hours. After each experimental
period, the animals in the different groups were anesthetized and euthanized. Then, the
liver was excised, processed and stained with hematoxylin and eosin (HE) for histological
analysis and with PAS (periodic acid + Schiff's reactive) to assess glycogen deposits. For
the assessment of liver function, the blood of the animals was collected without
anticoagulants, the serum obtained was aliquoted, identified and stored in a freezer at -
80°C until the measurement of the enzymes aspartate aminotransferase (AST), alanine
aminotransferase (ALT), albumin and globulin. In the histopathological evaluation of
HE, it was possible to observe thatin the CLP + CUR 48h and 72h groups, cell lesions
and steatosis decreased in relation to the 48h and 72h CLP subgroups. In the
histopathological evaluation of PAS it was possible to observe moderate areas of
glycogen in the CLP + CUR 72h and 120h groups, in relation to the CLP 72h and 120h
subgroups. Biochemical markers of hepatocyte integrity (AST, ALT and AST / ALT),
showed that curcumin reduced the enzymes of liver damage, preventing liver damage. In
the evaluation of the biochemical parameters of hepatic synthesis and metabolism
(Albumin, total proteins and Alb / Glob), it showed that curcumin stimulated the liver's
synthesis functions, increasing protein production. It was possible to conclude that
curcumin was able to reduce the appearance of lesions and damage to liver tissue during
sepsis, partially preserving its integrity and functionality. It was also able to prevent the
reduction of glycongen levels during sepsis.



1. INTRODUCAO / REVISAO DA LITERATURA

1. INTRODUCAO

A sepse representa uma das principais causas de morte nas Unidades de Terapia
Intensiva (UTIs), apesar dos recentes avangos no diagndstico e na terapéutica.
(ALMEIDA; PALMER., 2019). Considerada também como a principal geradora de
custos nos setores publico e privado, tal fato ocorre devido a necessidade de se utilizar
equipamentos sofisticados, medicamentos caros e exigir muito trabalho da equipe médica
(ALMEIDA; PALMER., 2019; MACHADO et al., 2017).

Com a evolucdo do quadro séptico, ocorre uma rea¢do em cadeia que leva ao
comprometimento hemodindmico, desequilibrio hidroeletrolitico, volémico e metabolico
do paciente (ALMEIDA; PALMER., 2019). Ainda, as formas mais graves da sepse
podem causar disfuncdo de um ou mais 6rgdos, incluindo figado com disfungdo
metabodlica grave e potencialmente fatal. Neste contexto, o figado responde
imunologicamente de forma exacerbada, com producdo excessiva de mediadores pro e
anti-inflamatorios que podem lesionar e comprometer tecido hepético, suas fungdes e,
consequentemente, a melhora do paciente (LI et al, 2017; TACKE, ZIMMERMANN et
al, 2014).

Na sepse, o estudo continuo dos mecanismos celulares e moleculares diretamente
associados a disfuncdo hepatica ¢ fundamental, pois torna possivel a proposicdo de novos
alvos terapéuticos com finalidade de cessar ou reverter o quadro instalado (WANG et al,
2014). Neste contexto, o uso de substancias naturais com possivel “agdo terapéutica” surge
como uma alternativa promissora no campo de pesquisa da sepse, como por exemplo, a
curcumina, com propriedades farmacoldgicas que incluem acdo antioxidante e anti-
inflamatoria (WANG et al, 2014; NESSELER et al, 2012).

As agdes antioxidante e anti-inflamatdria da curcumina podem induzir a redugdo dos efeitos
nocivos provocados pelo aumento da ativagdo de macrofagos hepaticos na sepse,
influenciando assim a resposta imune frente a um quadro séptico (VACHHARAJANI et
al, 2010; SAVCUN et al, 2013). Dessa forma, o uso da curcumina evidencia a necessidade
do desenvolvimento de estudos que possam contribuir para novas abordagens terapéuticas na

sepse.
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1.1 SEPSE: EPIDEMIOLOGIA E DEFINICOES

Devido as irregularidades ainda existentes quanto a defini¢do especifica sobre
sepse, a deteccdo do microrganismo infectante causador, a notificacao continua dos casos
e recursos para terapia intensiva, a real incidéncia dos casos de sepse em diversos paises
ainda ndo ¢ bem conhecida e apresenta na literatura variedades de incidéncia a cada estudo
(CECCONIetal., 2018; VERDONK et al., 2017). A maioria dos dados sobre a incidéncia
de sepse advém de paises de alta renda, entretanto existem estimativas muito pequenas
em paises de baixa renda, onde a ocorréncia de mortesacaba sendo grande devido a
falta de recursos necessarios para suporte clinico especifico ao paciente (CECCONI et
al., 2018).

A taxa de mortalidade por sepse no Brasil chegou a 55,7% em 2015, segundo
dados de uma pesquisa feita em 229 Unidades de Terapia Intensiva brasileiras.
(MACHADO et al., 2017). Se comparado a outros paises, como a Franca, que obteve taxa
de mortalidade de cerca de 30,4%, Estados Unidos com 29% e Australia com 18% no
mesmo estudo, o Brasil ficou entre os paises com maior indice de mortalidade no mundo.
Segundo o mesmo estudo, dados como esse refletiram em dois fatores: 1) a insustentavel
tarefa que os paises subdesenvolvidos possuem em atender com €xito, todas as exigéncias
de suporte clinico necessario a um paciente séptico e; 2) a auséncia de defini¢des
esclarecedoras da doenga por parte da equipe multiprofissional (MACHADO et al.,
2017).

Ao longo dos anos, varias tentativas para uniformizacdo dos critérios clinicos e
defini¢do da sepse tém sido feitas. Em 1992, um esfor¢o conjunto entre a Society Critical
Care Medicine (SCCM) e o American College of Chest Physicians (ACCP), foi realizado
no sentido de padronizar nomenclatura e definicdes associadas a evolugdo da sepse
(BARBOSA etal., 2004; VERDONK et al., 2017). Assim, a sepse foi definida como uma
sindrome clinica complexa com multiplas anormalidades fisioldgicas e imunoldgicas
causadas pela resposta imune do hospedeiro frente a presenca de um microrganismo ou
partes do mesmo na corrente sanguinea, associada a presenga de inflamacao sistémica
(SIRS) (MACHADO et al., 2017; BONE et al., 1992). Entretanto, com a crescente
discussao sobre a definicao dos parametros de sepse € a possibilidadede que os mesmos

poderiam levar a diagnésticos inespecificos, tais como, quadros
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infecciosos graves, trauma ou pancreatite, uma segunda conferéncia consenso foi
realizada em 2001 com a intengdo de esclarecer as defini¢des sobre a sepse e torna-las
mais sensiveis e especificas (MACHADO et al., 2017; VERDONK F et al., 2017).

Embora a sepse tenha sido definida como uma sindrome inflamatoéria sistémica,
associada a presenga de um foco de infecgdo, os ensaios clinicos dirigidos as abordagens
terapéuticas, tanto anti-inflamatorias quanto antibactericidas, falharam amplamente na
identificacao de novos alvos terapéuticos eficazes para melhorar os resultados clinicos.
Por esta razdo, em 2016, um terceiro consenso internacional sobre sepse foi realizado
pelas Society of Critical Care Medicine - SCCM e a European Society of Intensive Care
Medicine — ESICM, que publicaram estudos fazendo atualizagdes das defini¢des sobre a
sepse e choque séptico (SINGER et al., 2016; MACHADO et al., 2017). Apds essa
reunido, a nova definicao de sepse foi atualizada sendo definida como uma disfungao
organica instalada em consequéncia do desequilibrio da resposta imune do hospedeiro
frente a uma infecgdo. (SINGER et al., 2016).

A nova defini¢do de sepse foi elaborada levando-se em consideragdo uma melhor
compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos na patogénese da sepse e da
faléncia organica resultante, e o desenvolvimento de terapias dirigidas a prevengaoou
limitacdo de eventos moleculares associados a faléncia progressiva de 6rgaos (BERGD,
GERLACH H, 2018). Portanto, a evolu¢do de um paciente séptico depende de
fatores importantes como intensidade da resposta imunoldgica, particularidades do agente
causador, presenca de doencas de base e susceptibilidade a outras patologias por
imunossupressdo ou por influéncia genética intrinseca do individuo (SINGER et al.,

2016).

1.2 FISIOPATOLOGIA DA SEPSE

Para o entendimento da fisiopatologia de uma doenga sdo necessarias definigdes
claras da sua patogénese, mecanismo de acdo e consequéncias para o organismo do
individuo (ALMEIDA; PALMER., 2019). A sepse ¢ uma doenga antiga que, por muito
tempo, ndo se sabia sua causa e indices de mortalidade e, mesmo com o avango da
medicina e o emprego de defini¢des universais, a sepse ainda ¢ um desafio para definir,

reconhecer e tratar adequadamente o paciente (SALOMAO et al, 2019).
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A patogénese sepse envolve uma sequéncia de eventos que o organismo ¢ capaz
de desenvolver frente a presenga de um agente infeccioso, direcionados para umaresposta
imune desregulada, mediada por citocinas, quimiocinas e ativacdo generalizada de
leucocitos, que provocam danos aos tecidos e evolugao para disfuncdo organica
(SALOMAO et al, 2019). Ainda ndo ¢ possivel compreender e descrever totalmente a
fisiopatologia da sepse, entretanto, seu inicio envolve o reconhecimento de patogenos
ou partes dos mesmos, como componentes da parede celular: lipopolissacarideo (LPS),
exotoxinas, acido lipoteicoico, peptidoglicanos, etc. Esse reconhecimento ¢ seguido pela
ativacdo de receptores celulares que atuam desencadeando uma resposta inflamatdria
(PORTELA, 2010; SALOMAO et al, 2019; CHENG et al, 2020).

Os receptores presentes nas células do sistema imune inato sao responsaveis por
reconhecer antigenos associados aos patdogenos, denominados ‘“Padrdes Moleculares
Associados a Patégenos” (PAMPs) ou ainda reconhecer antigenos associados a lesdo
celular, denominados “Padrdes Moleculares Associados a Danos” (DAMPs). Apds a
ligagdo dos PAMPs e/ou DAMPs aos receptores de reconhecimento padrio (PRRs),
localizados na superficie celular ou no citosol das células imunes inatas, os mesmos
emitem sinais intracelulares que culminam em ativagdo génica especifica, transcrigdo de
RNA e producdo de mediadores inflamatorios (LELUBRE, VICENTE et al, 2018).
Assim, mediadores pro-inflamatoérios, tais como TNF, IL-6 e IL-1, produzidos pela
ativacdo das células inflamatorias, vao atuar diretamente sobre células endoteliais,
proporcionando diversos eventos como: vasodilatagdo com produgdo de 6xido nitrico
(NO), ativacao do sistema de coagulagdo, rolagem e extravasamento de componentes
inflamatorios para o espaco extravascular, possibilitando a amplificagdo da resposta pro-
inflamatoria (LELUBRE, VICENTE et al, 2018). A vasodilatagdo arteriolar sistémica
reduz a perfusdo tecidual e causa hipoxia, iniciando lesdes degenerativas e necroticas em
diversos 6rgdos, o que contribui progressivamente para sepse grave(hipoperfusido) e
choque (hipotensdo e faléncia de multiplos 6rgdos). Tais lesdes sdo agravadas pela
producdo de radicais livres e pela liberagdo de enzimas por fagocitos aderidos ao
endotélio, sobretudo nos pulmdes e figado. Em consequéncia, surgemacidose (aumento
do acido latico por incremento da glicolise anaerdbica), oligliria e alteracdes no estado de
consciéncia e, juntos esses elementos também contribuem para oestado de choque
(SALOMAO et al, 2019).

A evolugdo da sepse acontece quando a resposta pro-inflamatoria suplanta a

resposta anti-inflamatéria. Como consequéncia, hd o desencadeamento da producao de
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fatores pré-coagulantes, enquanto fatores anticoagulantes naturais, tais como proteina C
ativada, a anti-trombina e o fator inibidor tecidual sdo diminuidos em pacientes sépticos,
resultando em um estado pré-coagulante com multiplos microtrombos e obstrugdo de
pequenos vasos, podendo levar a coagulagdo intravascular disseminada (CIVD)
(SALOMAO et al, 2019). Em especifico, a citocina IL-6 contribui para uma resposta de
fase aguda no figado, com aumento da producao de proteina C reativa, e supressdo de
albumina e globulina. (HENKIN et al., 2009; CRAY et al., 2009; QUIN et al., 2018). As
complicagdes ocorridas na circulagao juntamente com a intensa producdo de mediadores
inflamatoérios e o desequilibrio de respostas pré e anti-inflamatoria levama disfuncio de
multiplos o6rgaos, afetando sobretudo, os rins, pulmao, coragdo e o figado(LELUBRE;
VICENT, 2018).

A resposta inflamatéria desencadeada por uma infec¢ao deve ser precisamente
regulada. Entretanto, durante a sepse ha liberacdo maci¢a de mediadores pro-
inflamatorios e, em contrapartida, ocorre sintese de grande quantidade de mediadores
anti-inflamatdrios, os quais tentam reduzir os efeitos da inflamagao sist€émica. A produgao
elevada de TGF-B, IL-10 e IL-4 e a liberagdo de corticoides enddgenos e certos
metabolitos (p. ex., ADP e adenosina) conduzem a um estado de imunossupressao, com
redugdo drastica das respostas imune inata e adquirida (SALOMAO et al, 2019). Em
pacientes, nos quais a infecc¢do persiste de 24 a 48h a resposta anti-inflamatoria aumenta,
causando uma imunossupressdo induzida pela sepse, ponto critico de mortalidade e
vulnerabilidade a outras infec¢des (ALMEIDA; PALMER., 2019).

A evolugdo da sepse para o choque séptico depende ndo somente da agressao, mas
também da capacidade de resposta do organismo (HOTCHKISS RS, 2003). Em estudos
experimentais, mutacdes em receptores e capacidade de produzir mediadores pro- e anti-
inflamatérios tém importancia na instalagao e evolu¢ao da sepse (LELUBRE; VICENT,
2018). Estudos avaliando as fun¢des imunoldgicas das células do sangue periférico
evidenciaram um amplo comprometimento da resposta: mondcitos de pacientes sépticos
demonstraram diminui¢do da expressao de HLA-DR, produ¢do de TNF-a e IL-6 apds
estimulagdo in vitro. Os neutrofilos apresentaram diminui¢dao da quimiotaxia, fagocitose
e geragdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e, mais importante, diminui¢do da
contagem de linfécitos com funcionalidade reduzida durantea sepse (RIGATO O, 2003;
ALVES-FILHO JC, 2003). No entanto, apesar de todos os avancos no estudo da

fisiopatologia da sepse, faltam ainda elementos para que se possa

17



estabelecer com seguranga a conceituagdo e os mecanismos de instalagao e de progressao
do que se denomina resposta inflamatdria sist€émica e sua relagdo com a disfungdo

progressiva de 6rgaos (HOTCHKISS RS, 2003).

1.3 EFEITOS DA SEPSE NO FIGADO

Embora a disfun¢do possa ocorrer em qualquer 6rgao, em pacientes com sepse a
disfungdo em alguns 6rgdos tem consequéncias graves para O organismo €, por isso
geralmente sdo monitorados na pratica clinica (LELUBRE; VICENT, 2018). Durante a
sepse, ndo apenas a infeccao em si, mas também a hiperatividade da resposta inflamatoria,
a insuficiéncia micro circulatoria e os efeitos colaterais da terapia sao responsaveis pela
lesdo hepatica.

O figado desempenha um papel fundamental na manutencao da homeostase. Suas
fungdes incluem: metabolismo de carboidratos, lipidios, proteinas e hormonios;
biossintese de componentes do sangue, enzimas e fatores de coagulacdo; produgdo de
bile; desintoxicagdo; metabolismo de compostos de nitrogénio (sintese de ureia);
armazenamento de glicogénio, colesterol, vitaminas (A, D, B12) e ferro. Além de estar
envolvido no catabolismo e anabolismo de substancias, o figado estd envolvido na
resposta imunoldgica e regulacdo de processos inflamatérios com funcdo critica na
depuracao de componentes toxicos e bactérias (SCHINONI.,2006; GAO., 2016).

O tecido hepatico ¢ organizado em células funcionais basicas (Figura 1)
denominadas hepatocitos, dispostos predominantemente em corddes e separados por
sinusoides venosos que se anastomosam formando os 16bulos hepéticos (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013). Devido a diversidade morfofuncional e consideravel
heterogeneidade das regides hepdticas, o entendimento da unidade funcional, da
microcirculagdo e do zoneamento metabolico do figado (zonas 1, 2 e 3) sdo essenciais
para a descri¢do correta dos processos patologicos que agridem o tecido, o que contribui
para um diagndstico mais preciso (SOARES FILHO et al., 2012). A zona 1 fica proxima
ao espago porta, € rica em oxigénio e nutrientes; a zona 3, préxima a veia central, & pobre
em oxigénio; e a zona 2 ¢ intermedidria em rela¢do a quantidade de oxigénio e nutrientes
(SOARES FILHO et al., 2012).

Os hepatocitos, denominadas células epiteliais do figado, realizam as principais

atividades metabolicas. Os colangiocitos revestem o limen dos ductos biliares. Células
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estrelares possuem papel no armazenamento de vitamina A organizagdo e deposi¢do de
colageno. Células endoteliais sinusoidais facilitam a troca de proteinas e particulas entre
o plasma e os tipos celulares constituintes. Células natural killer (NK) estdo associadas
a citotoxicidade contra agentes virais e células tumorais, e entre as fun¢gdesimunoldgicas
estabelecidas as células de Kupffer representam a maior parte do sistema fagocitico

mononuclear JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; TREFTS et al., 2016).
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Figura 1. Estrutura esquematica do figado. (Adaptado de: TSUTSUI; NISHIGUCHI, 2014)

O figado durante a sepse exerce dois tipos de imunidade, a imunidade tipo 1 ¢
caracterizada por atividade de fagocitose, ativacdo de linfocitos T auxiliares com
producao das citocinas IFN e IL-2. A imunidade tipo 2 envolve a resolu¢do da inflamagao,
ativacao de linfécitos T auxiliares com produgdo das citocinas IL-4 e IL-10 e cicatriza¢do
de feridas (STRNAD et al, 2016). Devido a sua elevada vascularizagdo, as fungdes
imunologicas frente a processos inflamatorios sdo intensificadas, fazendo com que o
combate de uma lesdo passe de uma resposta inicial a uma resposta exacerbada, podendo
evoluir para uma resposta imunolégica desequilibrada (SCHINONI., 2006).

Ainda, depuragdo de agentes bacterianos por células imunes ¢ reduzida quando a

resposta a esses agentes ¢ exacerbada, podendo ocasionar lesdo ao tecido hepatico
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(NESSELER et al, 2012). Frente ao processo séptico, o figado age como uma “espada de
dois gumes”. Ao mesmo tempo em que a resposta imunologica mediada pelo figadoé
responsavel pelo clearance de bactérias e toxinas, também pode causar inflamagao,
imunossupressao e lesdo hepatocelular, a qual pode progredir para a desorganizagao da
arquitetura tecidual, podendo culminar em disfuncdo hepatica (YAN et al., 2015,
STRNAD et al., 2016). Em resposta a lesdo celular ha o aumento de permeabilidade dos
hepatdcitos, assim diferentes enzimas sao liberadas para o espago extracelular, iniciando
a ocorréncia de lesao (LESCOT et al., 2012). A lesao hepatocelular pode ser reversivel
ou levar a morte celular, ela ¢ avaliada pela elevagdo das enzimas intracelulares: alanina
aminotransferase (ALT), especifica de lesdo hepatica aguda, e aspartato
aminotransferase (AST), inespecifica de lesdo hepatica cronica (LESCOT et al., 2012;
STRNAD et al., 2016). Da mesma forma, as fungdes de sintese hepatica na sepse também
se encontram alteradas, aumentando a produgdo de proteinas, como albumina e globulina
(STRNAD et al., 2016).

A disfuncdo hepatica associada a sepse ¢ caracterizada comumente em pacientes
em estados tardios e criticos da sepse, devido ao choque e a hipoperfusao inicial do tecido,
como parte da disfungcdo de multiplos o6rgdos. (WANG et al, 2014; NESSELER et al,
2012). A disfuncdo hepatica na sepse se resume na tentativa do figado de eliminar
endotoxinas e bactérias, sintetizar proteinas para as fungdes metabolicas, coagulagdo,
aumento da resposta inflamatoria e a desintoxicdo (NESSELER et al, 2012; STRNAD,
2016).

Inicialmente, hd uma regulacdo positiva para a produgao de proteinas de fase aguda
impulsionada pela IL-6, sdo produzidas em aumento o fibrinogénio, haptoglobina,
protrombina, proteinas C-reativa e a-1-antitripsina, em contrapartida, a transferéncia de
antitrombina, e albumina estdo reduzidas e a via da proteina C est4 inibida (NESSELER
et al, 2012). Em relacdio ao metabolismo hepatico, hd o aumentoda captacdo de
aminodcidos, e estimulacdo para glicogendlise e gliconeogénse, isso contribui para que o
metabolismo hepatico se altere e consequentemente também a fungdo hepatica
(NESSELER et al, 2012; STRNAD, 2016; WANG at al, 2014).

Dessa forma, a disfun¢ao hepatica ocorre quando as barreiras celulares de evasao
contra microrganismos ja ndo sdo fisiologicamente aptas para a manuten¢do da
homeostase hepatica, levando a disfuncao grave do 6rgdo, e caso nao haja intervencao
podera evoluir para morte do paciente (DHAINAUT et al., 2001; WANG et al, 2014).

Estudo realizado por Koskinas et al., (2008) mostrou que pacientes sépticos sem historia
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prévia de doenca hepatica, apresentaram alteragdes histopatoldgicas importantes no
figado, como inflamacdo portal, necrose centro lobular e apoptose hepatocelular
(KOSKINAS et al. 2008).

Dentre as fungdes metabdlicas e respostas imunologicas contra agentes infecciosos
orquestradas no figado, os principais tipos celulares envolvidos sdo oshepatocitos, as
células endoteliais e as células de Kupffer, as quais representam a maior parte do sistema
fagocitico mononuclear (DHAINAUT et al., 2001). Os hepatocitos exibem receptores
para muitos mediadores (TNFa, IL-1 e IL-6), além de participaremdo metabolismo de
aminoacidos, gliconeogénese, sintese e liberacdo de fatores decoagulacao, do sistema
complemento, enzimas anti-proteoliticas e outras diversas funcdes. Somado a esse
cenario de resposta imunologica, células endoteliais também possuem papel na producdo
de fatores pro-coagulantes e pro-inflamatorios (DHAINAUT et al., 2001).

As primeiras células precursoras dos macréfagos advém do saco vitelino, na
circulagdo elas sao denominadas mondcitos e quando migram para os tecidos se tornam
células maduras, denominadas macrdéfagos. Os macrofagos do tecido hepatico sdo as
células de Kupffer, sdo macréfagos residentes do figado, nos quais a partir de mondcitos
se tornam macrofagos especificos do figado. (GENTEK et al., 2014). Quando chegam
ao tecido hepatico sdo estimuladas por fatores de crescimento, conseguem assim atingir
o seu maior estagio de amadurecimento como uma célula residente do tecido hepatico, e
se especializar em suas funcdes especificas (GENTEK et al., 2014; STRNAD, 2017).

Comumente encontradas em locais de lesdo, os macrdéfagos sdo capazes de
estimular a respostapré-inflamatoria e influenciar a eliminacdo de agentes agressores
(STRNAD, 2017). Ascélulas de Kupffer sdo as principais responsaveis pela depuracao
de produtosbacterianos provenientes do intestino e da circulagdo portal, possuindo um
papelimportante na inflamagao (DIXON et al., 2013; TACKE, ZIMMERMANN et al,
2014). Juntamente com outros macrofagos recrutados, possuem a capacidade de iniciar
eregular a resposta inflamatoria através da liberacdo de mediadores pro-inflamatorios,
tais como TNFa, IL-1 o e g, IL-8, IL-12, IL-18, G-CSF e GM-CSF, bem como a
producao de citocinas anti-inflamatorias (IL-1, IL-4, IL-10 e TGF-f), delimitando e
direcionando a resposta inflamatéria (DIXON et al., 2013; DHAINAUT et al., 2001).
Quando ativados dispde principalmente na produgdo de alguns mediadores, tais como,
citocinas pro-inflamatorios (TNF-o, IL-6 e IL-1B), quimiocinas (MCP-1 e MIP-2a),

espécies reativas de oxigé€nio, nitrogénio, mediadores peptidicos e eicosanoides,
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responsaveis por recrutar outras células inflamatorias da circulagdo para o figado na

tentativa de combater os agentes causadores (GADDAM et al, 2017).

1.4. CELULAS DE KUPFFER

Descobertos por Karl Wilhelm von Kupffer, em 1876, os macrofagos residentes
do figado ou células de Kupffer, estdo localizadas nos sinusoides hepaticos e no lumen
do endotélio. Estas células estdo sendo redescobertas como mediadoras criticas de lesdo
e reparo tecidual, por exibirem uma alta plasticidade diante do ambiente metabodlico e
imunologico no local em que se encontram (TACKE; KRENKEL, 2017). As células de
Kupffer possuem uma localizagdo vantajosa, pois permitem o contato com varias outras
células da circulagdo, dentre elas as células NK e os linfocitos, possibilitando uma
maior interacdo celular e ampliando suas fung¢des quando ativadas (TSUTSUIL
NISHIGUCHI et al, 2014).

As células de Kupffer podem ser ativadas em direcdo a dois perfis de resposta,
isso depende do ambiente ao qual estdo sujeitos (ZHANG et al, 2018). Sao classificadas
em dois tipos principais, em macréfagos M1, pro-inflamatorio ou classicamente ativado
e M2, anti-inflamatorio, alternativamente ativado ou imunomodulador, os quais se
distinguem pela expressdo de marcadores de superficie celular, produ¢do de fatores
especificos e suas atividades bioldgicas (ZHANG et al, 2018; TACKE, ZIMMERMANN
etal, 2014). O perfil M1, ¢ induzido por IL-12, IFN-y e LPS e produz citocinas com perfil
Th1 (TNF, IL-1B, IL-12), e espécies reativas de oxigénio. O perfil M2, ¢ induzido por IL-
4 e IL-13, com producao de citocinas Th2 (IL-10, TGF-f, IL-4, IL-13), e arginase. (LI et
al, 2017; TACKE, ZIMMERMANN et al, 2014).

Na sepse a resposta Thl estd aumentada, exibindo ativacdo de macrofagos M1 e
grande produgdo de oxido nitrico (NO), em comparagdo aos niveis de arginase e
consequentemente resposta Th2 por macréfagos M2 (LI et al, 2017). O feno6tipo M1 tem
como potente ativador o lipopolissacarideo — LPS, direcionando para a producdo de
citocinas do tipo Th1, como TNF-a, IL-6, IL-12 e produgao aumentada de (NO), via 6xido
nitrico sintase induzivel (iNOS). O metabolismo da enzima iNOS, necessita da L-arginina
como substrato e o principal produto gerado em cada reagdo a molécula de NO.O

principal papel desse perfil de macréfago, em condi¢des de equilibrio e auséncia de

22



resposta exacerbada, ¢ defender o hospedeiro contra patdogenos (DIXON et al., 2013;
TACKE; KRENKEL, 2017; ZHANG et al, 2018).

O fenotipo M2 tem como alvo o reparo tecidual, favorecendo um ambiente de baixa
expressdo de citocinas pro-inflamatorias e conduzindo para o aumento da producdo e
liberagdo de mediadores anti-inflamatérios do tipo Th2, a exemplo, a expressdo de
receptores para IL-10 e IL-4 e alta expressdo de arginase I. A arginase ¢ uma
metaloenzima que catalisa a hidrélise de L-arginina em L-ornitina e ureia. A L- ornitina
¢ uma enzima importante no reparo tecidual pela sua participacdo na producdo de
colageno, auxiliando na reestruturacdo tecidual (DIXON et al., 2013). A arginase I ¢
encontrada abundantemente no figado e quando ha aumento da sua expressdo em uma
resposta imune, a sintese de NO ¢ prejudicada, pois tanto a iNOS como a arginase
competem pelo substrato L-arginina, o sinal para cicatrizagdo da inflamagdo ¢ entdo
estimulado. (DIXON et al., 2013; DUNARTE, et al, 2007).

As células de Kupffer suportam, em condi¢des normais, um fendtipo tolerogénico.
Todavia, frente a insultos como toxinas e antigenos, elas perdem o equilibrio de tolerar
as essas substdncias e passam para um estado patologicamente ativo, sobretudo em
processos inflamatérios como a sepse. (DIXON et al., 2013). Nesse cenario, passa a ser
uma importante fonte de mediadores inflamatdrios, como citocinas, quimiocinas, NO,
enzimas lisossomais e proteoliticas, eicosanoides e superdxidos (KOLIOS et al, 2006).
Na sepse hd o aumento excessivo de ativagdo de macrdfagos M1, e a progressdo da
produgdo desregulada de mediadores inflamatorios no ambiente pode levar a lesdo
tecidual (DIXON et al., 2013; ATMADIJA etal, 2002). A aquisicao de diferentesfenotipos
de macrofagos, M1 e M2 seguidas das suas heterogeneidades de fungdes,estdo
relacionados com a resposta hepatica ocorrida na sepse (TACKE; KRENKEL, 2017).

Frente a esse panorama geral onde a sepse leva ao estimulo exacerbado da resposta
imune inflamatoria, mesmo nao resultando em cura, mas levando a formagao de lesao
tecidual, o avanco em pesquisas para o tratamento de doengas inflamatorias vem se
tornado bastante difundido. Diante desse cenario, € considerando a caréncia de estudos
cientificos utilizando extratos e compostos isolados de produtos naturais no tratamento
da sepse, a utilizacdo dos mesmos com fins terapéuticos, surge como um campo de

pesquisa promissor (RAHMANI et al, 2018).
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1.5. CURCUMINA

A curcumina ¢ um polifenol derivado da raiz da Curcuma longa L amplamente
utilizada na culindria (agafrdo) e conhecida por seus efeitos antioxidantes relacionados a
neutralizacao de danos celulares, anti-inflamatorios, antiproliferativos,
imunomoduladores, neuroprotetores. (ZHAO et al, 2015; CHEN et al., 2018). Uma das
limitagdes do seu uso na clinica ¢ a sua baixa biodisponibilidade, possui baixa absor¢ao
em agua e sofre metabolismo hepatico de primeira passagem. Sua metabolizagdo pode
levar desde a conjugagdo com sulfato e acido glicuronico at¢ a formagdo de
tetraidrocurcumina e hexaicurcuminol, a primeira referente a casos em que ela ¢
administrada por via oral e a segunda por via intravenosa ou intraperitoneal (SANTIAGO
et al., 2015).

Em estudos recentes, a curcumina foi capaz de reduzir a resposta inflamatoria
através da regulagdo de moléculas inflamatorias (SRIVASTAVA et al, 2011; GUPTA,
etal 2012; MA et al., 2017). As propriedades contidas na curcumina sdo capazes de inibir
a peroxidacao lipidica, a inducdo da iNOS e a supressdo da producdo de superédxidos,
como também reduzir a producao de mediadores inflamatorios (TNFa, IL- 15 e NFK-5)
induzidos por LPS (ATMADIJA et al, 2002; SAVCUN et al, 2013). Sabe- se que a sepse
pode chegar ha um estado de imunossupressao e os linfocitos Tregs desempenham um
importante papel na manutencdo da tolerancia imunoldgica. Estudos mostram que o
tratamento com curcumina aumentou a regulacao de Tregs e a expressdodo seu regulador
Foxp3 (CHEN et al., 2018).

Por seus papeis benéficos na inflamag¢do, a curcumina tem sido descrita no
tratamento de varias doencas inflamatorias, incluindo na sepse (VACHHARAJANI et
al, 2010). Estudos também comprovam que com o pré-tratamento ela foi capaz de
prevenir lesdo induzida por LPS no figado através da reducdo da produgdo de citocinas
pro-inflamatorias, infiltrado polimorfonuclear e estresse oxidativo (KAUR et al, 2006;
SAVCUN et al, 2013). O polifenol ¢ um inibidor do fator nuclear AP-1 e da via NF-KB,
ambos importantes para a ativagdo celular. A via NF-KB ¢ responsavel pela transcri¢cdo
de DNA e pode ser encontrada em todos os tipos celulares. Possui papel importantissimo
na inflamacao e a sua acao inibitoria leva a reducdo de quimiocinas e citocinas envolvidas

na resposta infamatoria, dessa forma, ela torna-se um alvo
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molecular para estudos em doengas inflamatorias como a sepse (SANTIAGO et al.,
2015).

A curcumina também ¢ relatada na capacidade de regular a expressdo de genes
apoptdticos, abrindo também caminhos para estudos envolvendo morte celular
(SANTIAGO et., 2015). Embora o estudo da curcumina no tratamento de doengas
inflamatoérias tenha crescido, as potenciais melhoras do uso da curcumina no tratamento
da sepse e choque séptico ainda sdao escassas, em contrapartida os estudos mostram que
ela é capaz de prevenir a evolugdo dos eventos ocorridos, € até 0 momento nao foi descrito
toxicidade no seu uso em humanos e animais, mesmo assim, ndo se sabe pontuar ainda
com clareza quais seriam as restricdes no seu uso (MEMIS D et al, 2008; SANTIAGO et
al., 2015).
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2. JUSTIFICATIVA

A sepse ¢ um problema de saude publica mundial e, mesmo com os avangos da
ciéncia e das tentativas de se elaborar defini¢gdes esclarecedoras, ainda ¢ dificil controlar
sua evolucdo para a disfun¢do organica e, consequentemente os altos indices de
mortalidade.

O figado ¢ um 6rgado de grande importancia no controle de doencas inflamatorias
como a sepse, pois possui um papel central na modulagao da resposta imune devido a sua
constitui¢do celular e complexidade funcional. Dessa forma, a manuten¢do de sua
integridade e funcionalidade, pode contribuir para uma melhora na resposta inflamatoria
e, o melhor progndstico do paciente séptico. Neste contexto, a busca por opgdes
terapéuticas alternativas que visam a reducdo do desequilibrio da resposta pro-
inflamatoria na sepse ¢ crescente, o que, teoricamente, poderia ser alcancado com uso
de fitoterapicos com efeito anti-inflamatério comprovado em outras situagdes. A
curcumina, extraida da Curcuma Longa, tem sido amplamente utilizada na medicina por
seus varios efeitos anti-inflamatorios e cicatrizantes, tais como em casos de artrite,
arteriosclerose, desordens respiratorias e gastrointestinais, além de seus efeitos
hepatoprotetores.

Estudos experimentais com o uso da curcumina no modelo de CLP tem revelado
informagdes importantes a respeito do efeito da curcumina na sepse em varios 6rgaos,
inclusive no figado. Isso colabora para que estudos mais aprofundados sejam realizados
na tentativa de demonstrar os mecanismos celulares e moleculares envolvidos no efeito
hepatoprotetor da curcumina na sepse. Portanto, estudos que envolvam tratamento com
curcumina, avaliagdo da morfologia e funcionalidade hepatica tornam-se necessarios,
para que se consiga prevenir o dano hepdtico, preservar as suas fungdes e gerar caminhos
para uma melhor resposta do organismo frente ao insulto infeccioso.

Assim, a hipotese geral do presente trabalho consiste em verificar o efeito
hepatoprotetor da curcumina no contexto da sepse experimental, o que mostra a
importancia desse estudo, pois 0 mesmo servira como base para criar novas intervengoes
e estratégias para investigar como a curcumina modifica os pardmetros morfologicos e

bioquimicos no processo de evolugdo da sepse.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Avaliar o efeito da curcumina sobre a morfologia e funcionalidade hepatica de

animais submetidos a sepse induzida por ligadura e perfuragao do ceco (CLP).

3.2 Objetivos Especificos

1. Avaliacdo da sobrevida dos animais submetidos a sepse, tratados e ndo tratados com
curcumina.

2. Avaliagao morfoldgica do tecido hepatico dos animais submetidos a sepse, tratados ¢
ndo tratados com curcumina.

3. Avaliagdo do depodsito de glicogénio no figado dos animais submetidos a sepse
tratados e ndo tratados com curcumina.

4. Avaliacao da fun¢do hepatica dos animais submetidos a sepse, tratados e nao tratados

com curcumina.
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4. METODOS

4.1 Animais de Experimentacio e Delineamento experimental - O presente projeto foi
aprovado & Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de
Goias — UFG sob o protocolo 099/16, e foi realizado de acordo com as normas
estabelecidas pelo (CONCEA/MCTIC). O presente estudo foi realizado nas dependéncias
do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica (IPTSP) da UFG e, para tal, foram
utilizados camundongos machos adultos, devido a sua melhor resposta e simulacdo
organica em intervengdes experimentais. A linhagem utilizada foi a C57Bl/6,com peso
entre 22 e 25g, provenientes do Biotério do Instituto de Patologia Tropical e Satde
Publica (IPTSP). Os animais foram mantidos em microisoladores e estantesventiladas
nas salas de experimentacdo do Biotério do IPTSP, onde receberam agua e ragdo ad
libitum. Os animais foram divididos em 4 grupos (Grupo SHAM, SH+C; CLP; CLP+C)
e subdivididos em 4 subgrupos de tempo de coleta de material bioldgico (24h, 48h, 72h e
120h) apods indugdo de CLP. Os subgrupos de animais tiveram n=5 para SHAM e
SHAM+CUR e para os subgrupos CLP e CLP+CUR tiveram n=7, pois houve repeticdo

experimental do subgrupo.

¢ Grupo de animais falso operados (SHAM);
¢ Grupo de animais falso operados e tratados com curcumina (SHAM+C);
e Grupo de animais submetidos ao estimulo séptico grave (CLP);

e Grupo de animais submetidos ao estimulo séptico grave e tratados com

curcumina (CLP+C).
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4.2 Tratamento com curcumina - Os animais dos grupos nao-tratados (SHAM e CLP)
receberam 100uL/animal de solucdo salina por gavagem, duas horas antes e, a cada 12
horas ap6s a indugdo da sepse ou da falsa cirurgia durante 5 dias consecutivos. Os animais
dos grupos tratados com curcumina (SHAM+C e CLP+C) receberam, porgavagem,
100mg/kg de peso corporal de curcumina (Curcumin - Arcaro et al. 2014), diluida em
100ul de salina, duas horas antes e, a cada 12 horas apds a inducao da sepse ou da falsa
cirurgia durante 5 dias consecutivos. Apos o tratamento, os animais foram acondicionados
novamente em suas gaiolas e inspecionados diariamente para verificar aocorréncia de

quaisquer complicagdes.

4.3 Inducio de sepse pelo modelo CLP (cecal ligation and puncture) - Os animais
foram anestesiados com solugdo de xilazina e cetamina (Xilazin, frasco-ampola contendo
200 mg/10mL, Syntec, Brasil) e (Cetamin, frasco-ampola contendo 100 mg/10mL,
Syntec, Brasil), juntamente com a administragdo prévia analgesia com cloridrato de
tramadol, (Cloridrato de Tramadol, frasco-ampola contendo 100 mg/Ml, GERMED,
Brasil), na proporg¢ao de 1:1 e na dose de 0,1 mL/100g de peso, correspondendo a 2 mg e
10 mg de cada droga, respectivamente, por via intraperitoneal. Posteriormente, foi
realizada a laparotomia mediana com aproximadamente 1 cm de extensdo. O ceco foi
localizado, exposto e ligado a com linha de seda estéril, apos este procedimento o mesmo
foi perfurado duas vezes com agulha 18G para indugao de estimulo séptico grave. O grupo
de animais falso-operados foi submetido ao mesmo procedimento, porém sem a ligagao
e perfuracdo do ceco. Apds o processo cirdrgico o ceco dos animais foi recolocado em
sua posi¢do original, dentro do abdomen, e omesmo foi fechado em duas camadas.
Imediatamente apds a cirurgia cada animalrecebeu uma injecdo subcutanea de 1mL de
solucdo salina e foi colocado em incubadoraa 37°C por 1 hora. No pods-operatdrio os
animais foram tratados com analgésico de acao central, cloridrato de tramadol (Tramal®)
na dose de 0,05mg/m L de agua nos bebedouros de cada gaiola (durante o periodo

experimental de 24, 48, 72 e 120 horas).
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Inducéo de CLP

|

Curcumina a cada 12h

Coleta 120h

Coleta 48h

Curcumina a cada 12h

E Curcumina a cada 12h

Tratamento com
curcumina/salina 2 horas

antes da CLP

Coleta 24h |

1 Curcumina a cada 12h

Coleta 72h

Figura 2: Representagdo esquematica dos periodos de tratamento e coleta antes e ap6s o inicio da CLP.

4.4. Monitoramento do Estado Geral dos Animais: Todos os animais foram pesados

antes e depois do procedimento de CLP, foram feitas também avaliagdes de pardmetros

clinicos, como aparéncia geral do camundongo, alteragdo do peso, comportamento e

temperatura para a confirmar a instalagdo do quadro nos animais submetidos a sepse

experimental (SHRUM et al., 2014).

QUADRO 1: Parametros clinicos gerais avaliados nos grupos de animais experimentais.

Parametro

Critério

Escore

1- Aparéncia

Normal, pelos macios

Piloerecao

Muco nos olhos

2- Comportamento

Normal, agil

Redugao da mobilidade

Prostracao

Atonia muscular

3- CLP

Sim - Presenga do critério

ou

N3ao - Auséncia do critério

(Adaptado de: SHRUM et al., 2014)
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4.5. Avaliacao da sobrevida — A sobrevida dos animais foi avaliada a cada 12 horas,
durante todo o periodo de experimentagdo. Foi estabelecido um prazo maximo de

observagao de 120 horas (5 dias).

4.6. Coleta e processamento do material para analise histolégica - Apos os periodos
experimentais de 24, 48, 72 e 120 horas da indugao de sepse por CLP, os animais de cada
grupo (n= 6 animais por grupo) foram anestesiados com solucao de xilazina e cetamina
(Syntec, Brasil), na propor¢do de 1:1 e na dose de 0,ImL/100g de peso por via
intraperitoneal para eutanasia. Em seguida, o figado foi rapidamente excisado, lavado
em solug¢do salina a 4°C, seco em papel filtro, pesado em balanga de precisdo e clivado
para processamento. Uma parte do tecido foi fixada em formol 10% para histologia
convencional. A outra parte foi congelada a -80°C para os experimentos de dosagem de
citocinas (ELISA). Apos o periodo de fixacdo do material em formol, foi realizado o
processo de desidratagcdo dos tecidos em concentragdes crescentes de alcool 70%, 90% e
100% (1 hora em cada). Apos o ultimo alcool, as amostras foram clarificadas em xilol (1
hora em cada), trés banhos em parafina (o primeiro de 30 minutos e os dois ultimosde
45 minutos cada) e incluidas em parafina. Cada bloco de parafina foi cortado em fatias de
cerca de 5 um de espessura em micrétomo rotativo semiautomatico e, posteriormente,
corados com hematoxilina e eosina (HE), ou 4cido periddico de Shiff (PAS) para analise

histologica.

4.7. Analise histopatologica de HE — Foi avaliado alteragdes de esteatose, congestao,
alteracdo da relacdo ntcleo/citoplasma, balonizacdo dos hepatodcitos, duplicacdo de
nucleo e alteracdo da arquitetura tecidual ocorridas durante a sepse. A avaliacdo das
laminas foi feita de forma qualitativa por um unico avaliador em 20 campos aleatodrios,
no aumento de 400x. As fotomicrografias foram obtidas utilizando-se o microscopio

Leica MD, acoplado a um microcomputador.
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QUADRO 2: Parametros e escores utilizados na avaliagdo de HE.

Escores Esteatose, congestiao, balonizacao, duplicacio de nucleo, alteracoes da

relacio nucleo/citoplasma e arquitetura tecidual

0 Auséncia de alteragao

1 Discreto — alteracdo de 1 a 25% do tecido

2 Moderado — alteragao de 26% a 50% do tecido
3 Acentuado — alteracao acima de 51 % do tecido

(Adaptado de: FABIANI et al., 2017).

4.8. Analise histopatologica de PAS — Na coloracdo de PAS foi avaliada a marcagdo de
glicogénio, considerada positiva as areas na cor rosa purpura a magenta no citoplasma
dos hepatocitos. A avaliagdo foi realizada de forma quantitativa por umunico
avaliador em 20 campos aleatdrios no aumento de 10x. As fotomicrografias foramobtidas

utilizando-se o microscopio Leica MD, acoplado a um microcomputador.

QUADRO 3: Escores utilizados na avaliagdo de PAS.

Avaliacdo da marcacio de glicogénio

0 Rara —de 0 al0 % do tecido

1 Discreta — presenga de 11 a 30 % do tecido
2 Moderada — presenca de 31 a 70 % do tecido
3 Acentuada — acima de 71 % do tecido

(Adaptado de: PONIKAU et al., 2003).

4.9 Avaliacdo da funcio hepaitica (bioquimica sérica) - Apos a anestesia dos
camundongos com solucao de xilazina e cetamina (Syntec, Brasil), na proporg¢ao de 1:1
e na dose de 0,ImL/100g de peso por via intraperitoneal, o sangue dos animais foi
coletado sem anticoagulantes e com gel separador de coagulo (500uL) (Labor import,
Cral, Cotia, Sao Paulo), deixados em repouso, a temperatura ambiente (25°C), por 30

minutos e ap6s centrifugados por 10 minutos a 3800 rotagdes por minuto para obtencao
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do soro. Em seguida, o soro obtido foi aliquotado, identificado e acondicionado em
freezer — 80°C at¢ o momento da analise. Foram analisadas as concentracdes séricas de
aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), proteinas totais,
albumina e globulina, para avaliagdo da funcdo hepatica. As dosagens dos parametros
bioquimicos, acima mencionados, foram realizadas para os tempos 24 ¢ 120 horas apos
a induc¢do da sepse com o auxilio de kits reagentes comerciais, através de leituracinética,

colorimétrica e espectrofotométrica.

4.10 Analise estatistica - Os testes estatisticos foram realizados utilizando o software
estatistico GraphPad Prism8. Foi aplicado o teste de D"Agostino para verificar se os
dados obtidos apresentaram distribui¢do normal. Os niveis de significancia considerados
foram de 5% e os dados apresentados como média + desvio padrdo (SD). As comparagdes
multiplas entre os grupos foram feitas pela analise de variancia (ANOVA) e pos-teste de
Tukey. Os graficos de sobrevida foram construidos utilizando-se a Curva de Kaplan-

Meyer e as diferencas estatisticas analisadas utilizando o Longrank test.
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5. RESULTADOS

5.1 Avalia¢ao do modelo de CLP

5.1.1 Avaliacdo do indice de sobrevida dos animais submetidos a sepse tratados e

nao tratados com curcumina.

A sobrevida dos animais ap0s a indugao da sepse pelo modelo de CLP foi avaliada
através da porcentagem de animais sobreviventes dos grupos SHAM, SHAM+CUR, CLP
e CLP+CUR durante o periodo experimental de 120 horas. Além disso foram avaliadas
alteragdes fisicas que poderiam indicar instalagcdo do quadroséptico.

E possivel observar que os camundongos dos grupos SHAM ¢ SHAM+CUR
apresentaram sobrevida de 100%. J& os grupos CLP e CLP+CUR obtiveram percentual
de sobrevida de 72% e 70% respectivamente. Os grupos CLP e CLP+CUR apresentam
percentual de sobrevida estatisticamente significativo em relagdo aos grupos SHAM e

SHAM-+CUR.

O SHAM SH+CUR CLP CLP+CUR
: 3 - s 3
100 O o
S
< 80 A
S *
S f E—
. L] ]
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257 * 9<0,05
0 T T T T T T
0 24 48 72 926 120 144

Tempo (em horas)

Figura 3: Grafico da curva de sobrevida dos camundongos submetidos estimulo séptico grave (CLP) e de
camundongos falso-operados (SHAM) tratados e ndo tratados com curcumina. Os valores s30 expressos
em porcentagem de sobrevida em relagdo aos tempos de 24h a 120h ap6s indugdo de sepse. O grupo CLP
¢ estatisticamente significativo em relagdo ao grupo SHAM (n=100). CLP vs SHAM *p<0,005.
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5.1.2 Avaliacao qualitativa dos parametros clinicos

Foi avaliado alteracdes fisicas que indicavam presenga de um quadro séptico

(Quadro 2), as observacdes foram iniciadas seis horas apds a CLP. Os grupos CLP e

CLP+CUR apresentaram presenca de alteracdes de aparéncia: piloerecdo e secregao

ocular. Comportamento: redu¢do da mobilidade, prostragao e atonia muscular. Presenca

de diarreia: caracteristica que indica instalagdo de um quadro séptico.

QUADRO 4: Avaliagdo clinica do estado geral dos animais.

Grupo Piloerecdo | Diarreia | Reducio da Atonia Prostraciao | Secrecao
mobilidade | muscular ocular
SHAM Nao Nao Nao Nao Nao Nao
SHAM+CUR Nao Nao Nao Nao Nao Nao
CLP Sim Sim Sim Sim Sim Sim
CLP+CUR Sim Sim Sim Sim Sim Sim

35




5.2 Morfologia Hepatica

5.2.1 Avaliacio das alteracdes na arquitetura tecidual.

Os animais dos grupos SHAM+CUR e SHAM apresentaram integridade celular
e tecidual, com auséncia de lesd@o em todos os tempos experimentais. Nos subgrupos CLP
+ CUR e CLP 24h foi observado esteatose microvesicular discreta e multifocal no
citoplasma dos hepatdcitos. Apresentaram congestdo moderada e multifocal nos
sinusdides e no espaco porta. Foram observados nucleos com variagdo de tamanho e
tumefagdo celular. Notou-se balonizacdo dos hepatocitos moderada e multifocal. Foi
observado duplicacdo de nucleo de hepatécitos discreta e multifocal. A arquitetura
tecidual apresentou-se de forma integra, com ldbulos e corddes de hepatocitos com
aspecto tecidual normal (Figura 4).

Nos subgrupos CLP+CUR e CLP 48h apresentaram esteatose microvesicular
discreta no citoplasma dos hepatocitos, multifocal em CLP+CUR e difusa em CLP no
mesmo tempo. Apresentaram congestdo moderada e multifocal nos sinuséides e no
espaco porta. A relacdo ntcleo/citoplasma apresentou-se alterada. Foi observado nicleos
com variagao de tamanho e tumefagao celular moderada e multifocal no subgrupo CLP +
CUR 48h, e moderada e difusa no subgrupo CLP 48h, destacando o efeito da curcumina
no metabolismo e integridade celular. Notou-se balonizagdo dos hepatocitos moderada e
multifocal. Foi observado duplica¢do de nucleo de hepatocitos discreta e multifocal. A
arquitetura tecidual apresentou-se de forma integra, com lobulose corddes de hepatdcitos

com aspecto tecidual normal (Figura 4).
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Figura 4: Painel de fotomicrografias dos corddes de hepatdcitos de camundongos C57/BL6 do grupo
SHAM, SHAM+CUR (HE 10x e 40x), CLP ¢ CLP+CUR 24-48h (HE 40x). SHAM ¢ SHAM+CUR,
representativa dos tempos 24h-120h, com auséncia de alteragdes histopatologicas. Subgrupo CLP e CLP+
CUR 24h (HE, 400x) com esteatose microvesicular discreta e multifocal (circulo), balonizagdo dos
hepatécitos e tumefagdo celular (* branco), e duplicagdo de nucleo (* amarelo). Subgrupo CLP e CLP+CUR
48h com esteatose microvesicular discreta ¢ multifocal em CLP+CUR, e discreta e difusa em CLP 48h
(circulo). Congestdo (*vermelho).

Em CLP+CUR e CLP 72h foi observado esteatose microvesicular moderada e
discreta em CLP+CUR, e moderada e multifocal em CLP no citoplasma dos hepatdcitos,
evidenciando o efeito da curcumina sobre o grau de acometimento da esteatose. Os dois
subgrupos apresentaram congestdo moderada e multifocal nos sinuséides e no espago
porta. A relagdo nucleo/citoplasma apresentou-se alterada, foi observado nucleos com
variacdo de tamanho e tumefagdo celular. Notou-se balonizacdo dos hepatdcitos
moderada e multifocal. Foi observado duplicagdo de nucleo de hepatéceitos discreta e
multifocal. Os corddes de hepatocitos perderam discretamente a sua delimitagdo e
continuidade, apresentaram-se discretamente disformes e com distribui¢do multifocal
(Figura 5).

Nos subgrupos CLP+CUR e CLP 120h nao foi observado presenca de esteatose.

Apresentaram congestdo moderada e multifocal nos sinusoides e no espago porta. A
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relacdo nucleo/citoplasma apresentou-se alterada, foi observado nucleos com variacao
de tamanho e tumefagdo celular. Notou-se balonizacdo dos hepatocitos moderada e
multifocal. Foi observado duplicagdo de nucleo de hepatocitos discreta e multifocal. Os
cordoes de hepatocitos também perderam discretamente a sua delimitagcdo e continuidade,

apresentaram-se discretamente disformes e com distribui¢cdo multifocal (Figura 5).

Figura 5: Painel de fotomicrografias dos corddes de hepatocitos de camundongos C57/BL6 do subgrupo
CLP e CLP+CUR 72h e 120h (HE, 400x). Apresentando esteatose microvesicular moderada e multifocal
em CLP 72h (retangulo) e em CLP+CUR 72h discreta e multifocal (retingulo). Balonizagdo dos hepatdcitos
e tumefagdo celular (* branco). Congestdo (*vermelho). Alterag@o nos corddes de hepatécitos, perderam
discretamente a sua delimitacdo e continuidade, estdo discretamente disformes e com distribui¢do
multifocal (*verde).
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TABELA 1: Valores dos escores avaliados nos parametros dos subgrupos CLP ¢ CLP+CUR.

Grupos Esteatose Alteragao Balonizagdo Duplicagdao Alteragdo Congestdo

da celular de ntcleo na
relacdo arquitetura
N/C tecidual
CLP 24h 1 2 2 1 0 2
CLP+CUR 24h 1 2 2 1 0 2
CLP 48h 2 2 2 1 0 2
CLP+CUR 48h 1 2 2 1 0 2
CLP 72h 2 2 2 1 1 2
CLP+CUR 72h 1 2 2 1 1 2
CLP 120h 0 2 2 1 2 2
CLP+CUR 120h 0 2 2 1 1 1

5.2.2 Avaliacio por escore de glicogénio PAS-positivo

Na avaliagdo por escore de glicogénio PAS-positivo os subgrupos SHAM e
SHAM+ CUR nao apresentaram alteragdo na produgdo de glicogénio durante todo o
periodo experimental. Entretanto, foi possivel observar que em 24h a produgdo de
glicogénio em grupos CLP+CUR e CLP, permaneceram proximos entre si. Em 48h o
subgrupo tratado aumentou significativamente em relagcao ao subgrupo CLP 48h. Em 72h
o subgrupo CLP+CUR reduziu significativamente em relacdo ao subgrupo CLP72h,
evidenciando o efeito da curcumina na sintese de glicogénio pelo figado nesse periodo.
(Figura 6).

O subgrupo CLP+CUR 72h aumentou significativamente em relagdo a
SHAM+CUR 72h e CLP 72h em relagao a SHAM 72h, pontuando que neste tempoapos
a sepse hd um aumento da sintese de glicogénio em relacdo aos animais ndo sépticos.
(Figura 6). Em 120h o subgrupo CLP+CUR também reduziu significativamente em
relacdo a CLP 120h, observando também nesse tempo o efeito dacurcumina sobre o
estado da reserva energética de glicogénio na sepse. Outro dado importante foi que em
48h o subgrupo CLP+CUR aumentou significativamente em relagdo ao subgrupo
CLP+CUR 120h, refletindo que a curcumina possui um papel redutor na sintese de

glicogénio apos o periodo de 48 horas (Figura 6).
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Figura 6 : Grafico dos valores de escore de glicogénio PAS-positivo por tempo (horas).

5.2.3 Avaliacao histopatolégica de glicogénio PAS-positivo

Foi possivel observar marcagdo positiva em todo o tecido nos subgrupos SHAM
e SHAM+CUR (Figura 7). Em 24h a marcagao foi positiva em somente algumasregides
das zonas 1 e 2 do tecido, nos subgrupos CLP+CUR e CLP. (Figura 7). No tempo de 48h
foi possivel verificar um aumento da marcagao nas zonas 1, 2 e 3 em CLP+CUR, por todo
o tecido, em comparagdo ao subgrupo CLP que obteve marcagdo positiva nas zonas 1, 2

e 3, em algumas regides do tecido hepatico (Figura 7).
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Figura 7: Painel de fotomicrografias dos corddes de hepatdcitos de camundongos C57/BL6 com marcagdo
positiva de glicogénio rosa purpura a magenta, dos subgrupos SHAM, SHAM+CUR, CLP ¢ CLP+CUR
24h e 48h (PAS, 10x). SHAM e SHAM+CUR (representativa de todos os tempos), CLP e CLP+CUR 24h
e 48h, com marcag@o positiva no citoplasma dos hepatocitos em todos os tempos.

Ja nos tempos de 72h e 120h os subgrupos CLP+CUR obtiveram grau de
marcagdo positiva nas zonas 1 e 2, em algumas regides do tecido, sendo ela inferior as
marcagdes do CLP 72h e 120h, respectivamente, positivas nas zonas 2 e 3, por todo o

tecido. (Figura 8).
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Figura 8: Painel de fotomicrografias dos corddes de hepatocitos de camundongos C57/BL6 com marcagio
positiva de glicogénio rosa purpura a magenta, dos hepatocitos nos subgrupos CLP ¢ CLP+CUR 72h e
120h (PAS, 10x). CLP e CLP+ CUR com marcag¢ao positiva no citoplasma dos hepatocitos.
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5.3 Avaliacao da lesao hepatica

5.3.1 Avalia¢ao da integridade celular: ALT, AST e Relacio AST/ALT

Os resultados mostraram que ALT do subgrupo CLP 24h aumentou
significativamente em relacdo aos grupos SHAM. Apds 120h, os niveis de ALT no soro
dos animais do grupo CLP apresentou reduc¢ao significativa em relagdo ao subgrupo CLP
24h. (Figura 9). Os animais do Grupo CLP+CUR 24h apresentaram niveis reduzidos de
ALT quando comparados ao grupo CLP 24h, entretanto, essa diferenca ndo foi

significativa.

SHAM = SH+CUR CLP CLP+CUR
EA
807 p<0,01 p<0,01
|
60-
[
2' 40+ m—l—
g].-.— : '
204 |2 :
0 LR

Tempo (em horas)

Figura 9: Grafico do valor de ALT (UA) por tempo (horas). Animais falso operados (SHAM), falso
operados e tratados (SHAM-+CUR), submetidos a cirurgia (CLP) e submetidos a cirurgia e tratados
(CLP+CUR) (n= 100 animais). CLP 24h vs SHAM 24h e CLP 24h vs CLP 120h, p<0,01, ANOVA).
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Os niveis de AST foram avaliados 24h e 120h ap6s a inducdo da sepse ou da falsa
cirurgia em animais tratados e ndo tratados com curcumina. Os resultados mostraram que
os niveis de AST aumentaram significativamente nos grupos CLP+CUR, do periodo de
24 para 120 horas e que o mesmo resultado foi observado nosanimais do grupo CLP

(Figura 10).
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Figura 10 : Grafico do valor de AST (UA) por tempo (horas). Animais falso operados (SHAM), falso
operados e tratados (SHAM-+CUR), submetidos a cirurgia (CLP) e submetidos a cirurgia e tratados
(CLP+CUR) (n= 100 animais). CLP 24h vs CLP 120h, CLP+CUR 24h vs CLP+CUR 120h, SHAM 120h
vs CLP 120h, e SHAM 120h vs CLP 120h, p<0,01, ANOVA).
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Na relagdo AST/ALT a curcumina reduziu o dano hepatico em CLP+CUR 120h
em relacdo a CLP 120h. Nos grupos CLP+CUR 24h a curcumina reduziu pouco em
relagdo a CLP 24h. Nos grupos CLP+CUR 24h e 120h a relagdo AST/ALT se manteve
proporcional. Em CLP 24h e 120h a relagao aumentou em comparagao aos grupos SHAM

24h e 120h. (Figura 11).
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Figura 11: Grafico do valor de AST/ALT (UA) por tempo (horas). Animais falso operados (SHAM), falso
operados e tratados (SHAM-+CUR), submetidos a cirurgia (CLP) e submetidos a cirurgia ¢ tratados

(CLP+CUR) (n= 100 animais). SHAM 24h vs CLP 24h, CLP+CUR 24h vs CLP+CUR 120h, SHAM 120h
vs CLP 120h, p< 0,001, ANOVA.
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5.3.2 Avaliacao da sintese hepatica: Proteinas totais, albumina e Relac¢iao

albumina/globulina

Através da avaliagao de proteinas totais foi possivel inferir que no tempo de 24h
o subgrupo CLP+CUR aumentou em relacdo a CLP. Houve aumento significativo no
valor de proteinas no subgrupo CLP+CUR 24h em relacdo a CLP+CUR 120h. Foi
possivel notar também que o subgrupo CLP 120h aumentou em relacio a SHAM 120h,
e CLP+CUR 120h em relacdo a SHAM+CUR 120h (Figura 12).

E SHAM SH+CUR CLP CLP+CUR

p<0,01
[ 1
p<0,01
I ]
p<0,001
8_ j

p<0,001

o
1

PROTEINAS (g/dL)
'S

N

24 120

Tempo (em horas)

Figura 12: Grafico do valor proteinas totais (g/dL) por tempo (horas). Animais falso operados (SHAM),
falso operados e tratados (SHAM+CUR), submetidos a cirurgia (CLP) e submetidos a cirurgia e tratados
(CLP+CUR) (n= 100 animais). SHAM+CUR 24h vs SHAM+CUR 120h (p< 0,01), SHAM+CUR 24h vs
SHAM+CUR 120h (p<0,01), SHAM 120h vs SHAM+CUR 120h (p<0,001) e CLP 120h vs CLP+CUR
120h (p<0,001).
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Pela analise de albumina observou-se aumento da produ¢do de albumina no
subgrupo CLP+CUR 24h em relagdo a CLP 24h. O subgrupo CLP+CUR 24h teve
aumento significativo em relacdo ao mesmo grupo e tempo, inferindo uma melhor
producao de albumina no subgrupo tratado em 24h. Em relagdao ao subgrupo CLP 24h e

120h, teve redugao significativa em relagdo ao SHAM 24h e 120h. (Figura 13).
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Figura 13: Grafico do valor de albumina (U/L) por tempo (horas). Animais falso operados (SHAM), falso

operados e tratados (SHAM-+CUR), submetidos a cirurgia (CLP) e submetidos a cirurgia e tratados

(CLP+CUR) (n= 100 animais). SHAM 24h vs CLP 24h (p<0,001). CLP+CUR 24h vs CLP+CUR 120h
(p<0,001) e SHAM 120h vs CLP 120h (p<0,001).
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Na relagdo albumina/globulina nos grupos experimentais foi possivel observar
que a propor¢ao aumenta nos subgrupos CLP+CUR 24h e 120h em relagcdo a CLP 24h e
120h. No subgrupo CLP+CUR 24h a relagao aumentou significativamente em relagdo a
CLP+CUR 120h. No subgrupo CLP 24h e 120h a inflamacao aumenta significativamente
em relacdo a SHAM 24h e 120h. (Figura 14).
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Figura 14: Grafico da relagdo albumina/globulina (UA) por tempo (horas). Animais falso operados
(SHAM), falso operados e tratados (SHAM+CUR), submetidos a cirurgia (CLP) e submetidos a cirurgia e
tratados (CLP+CUR) (n= 100 animais). SHAM 24h vs CLP 24h (p>0,001), CLP+CUR 24h vs CLP+CUR
120h (p<0,001) e SHAM 120h vs CLP 120h (p<0,001).
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6. DISCUSSAO

Durante a sepse a resposta imune se apresenta de forma desregulada com producao
excessiva de mediadores inflamatdrios, com a progressao da doenga isso levaa disfuncao
organica de alguns principais 6rgaos: coracao, cérebro, figado e rim. O figado sofre maior
comprometimento em uma fase mais tardia da sepse e pode afetar outros 6rgaos devido a
sua importancia nas respostas imunes frente a processos inflamatorios (HENKIN CS et
al, 2009).

Para verificagdo do quadro séptico nos animais experimentais, foi observado
alguns parametros clinicos ap6s 12 horas de inducdo de sepse, tempo esse de maior
certeza em que a chance de um quadro séptico estaria instalada, descartando alguma
variavel no procedimento cirurgico que pudesse interferir na avaliagdo, como o estresse
animal. Dessa forma, verificou-se um quadro séptico nos animais que sofreram
propriamente o procedimento cirurgico de CLP através dos parametros clinicos avaliados.

Pelos resultados morfologicos de HE, foi visto que em 24h a curcumina nao foi
capaz de reduzir qualquer alterag@o histopatologica, permanecendo o grau de alteragdo
celular e tecidual semelhante nos dois subgrupos CLP e CLP+CUR. Em 48h a curcumina
no subgrupo CLP altera quantitativamente a formacao vesicular na esteatose em relagdo
a CLP. Notou-se que a curcumina altera a variacao da relagdo celular nticleo/citoplasma,
sendo observada em menor quantidade no subgrupo tratado emrelagdo a CLP. Em 72h ja
foi possivel observar um efeito da curcumina na formagdo vesicular e grau de
acometimento da esteatose, o subgrupo CLP+CUR apresentou-se com um grau de
esteatose menor em relagdo a CLP. Em 120h a esteatose ndo ¢ vista, verificando que apos
72h a alteragdo no metabolismo lipidico da sepse ¢ revertida. Em relacdo a integridade
tecidual, ndo foi possivel observar que a curcumina possui um efeito notavel na
normalizagdo da integridade hepatica na sepse em 72h e 120h.

Para a compreensao da sepse e a sua relagdo com a disfuncdo orgéanica, pardmetros
clinicos, bioquimicos e fisioldgicos sdo importantes a serem avaliados,todavia a analise
histopatologica deve ser realizada em conjunto para o melhor entendimento da disfuncao
organica ocorrida na sepse (GAROFALO et al, 2019). Em estudos com animais a
inflamacao e a esteatose sdo duas alteragdes histopatologicas comumente encontradas na

sepse em humanos, dados da literatura mostram que a
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esteatose foi moderada a grave e observada em cerca de 40-80% do parénquima
hepatico. (GAROFALO et al, 2019; NESSELER et al, 2012).

No figado a disfun¢ao hepatica pode ocorrer no inicio da sepse, cerca de 1,5 horas
apods CLP, e dados mostram que o constante processo inflamatorio e a hipoperfusao,
levam principalmente a esse evento. (YAN et al, 2015). A disfun¢ao hepética ¢ uma etapa
posterior a ativagdo da resposta inflamatoria ocorrida na sepse e dados da literatura
mostraram que apdés 8h de indugdao de sepse as enzimas ALT e AST aumentaram
significativamente em rela¢do a normalidade (LI et al, 2018).

Os resultados mostraram que ALT do subgrupo CLP+CUR 24h reduziu em
relacdo ao subgrupo CLP 24h, indicando o efeito da curcumina na redugdo de lesdo
hepética aguda nesse mesmo tempo, chegando proximo aos valores de ALT em SHAM
e SHAM+CUR. Verificou-se também que o subgrupo CLP 24h teve aumento
significativo em relagdo aos grupos SHAM e SHAM+CUR 24h, indicando lesdo hepatica
nesse tempo. Em 120h CLP sofreu reducdo significativa em relagdo ao subgrupo CLP
120h, notando o aumento da enzima ALT especificamente no inicio da sepse. (Figura 9).

Em 24h e 120h foi observado que no subgrupo CLP+CUR, AST reduziu em
relacdo a CLP, notando novamente o efeito da curcumina. Em 120h foi possivel observar
que CLP teve aumento significativo em relagdo ao subgrupo SHAM 120h e CLP 24h, o
primeiro indicando o seu aumento devido a sepse e o segundo ao aumentoda enzima
propriamente em lesdes cronicas inespecificas do figado. Em relacdo aos grupos tratados
CLP em 24h e 120h, os resultados de AST em 120h aumentaram em relagdo ao tempo de
24h, indicando um efeito proporcional da curcumina sobre a sepse. (Figura 10).

Na relacdo AST/ALT notou-se que nos grupos CLP tratados houve reducao da
relagdo, principalmente no tempo de 120h, pontuando o efeito da curcumina
principalmente em 120h. Foi possivel observar que CLP 120h aumentou
significativamente em relagdo a SHAM em 120h. Em 120h o subgrupo CLP também
aumentou significativamente em relacdo a SHAM, demonstrando a ocorréncia de dano
hepatico nos dois tempos, sobretudo em 120h.

Por meio das avaliagdes deste trabalho, as enzimas ALT, sendo essa especifica
para lesdo aguda hepatica e AST para lesdes extra-hepaticas e tardias. O subgrupo
CLP+CUR 24h obteve redu¢do de ALT em relagdo ao subgrupo CLP no mesmo tempo,

mostrando que a curcumina consegue interferir positivamente nas lesdes inicias da
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sepse. Na analise de AST, no subgrupo CLP+CUR 120h houve redugdo em relagdo a CLP
120h, confirmando a real caracteristica do comportamento da enzima AST frente a um
processo inflamatoério e a reducao da ocorréncia de lesdes extra-hepaticas tardias na sepse.

A relagdo AST/ALT denominada relacao de Ritis, indica o grau de dano hepatico,
sendo valores menores que 1 (lesdo hepatica leve) e valor maiores que 1 (lesdohepatica
grave) (TIETZ, 2008). Foi observado que a relacao se reduz principalmente no subgrupo
CLP+CUR 120h em relagao a CLP 120h, sendo possivel afirmar a influéncia benéfica da
curcumina na prevencao de lesdo hepatica e consequentemente no dano hepatico,
sobretudo em 120h.

Através da avaliagao de proteinas totais foi possivel inferir que no tempo de 24h
o subgrupo CLP+CUR aumentou em relagao a CLP, verificando o efeito da curcumina
na sintese de proteinas nesse tempo. Houve aumento significativo no valor de proteinas
no subgrupo CLP+CUR 24h em relagdo a CLP+CUR 120h, destacando a maior sintese
com o tratamento no tempo de 24h. Foi possivel notar também que o subgrupo CLP 120h
aumentou em relagdo a SHAM 120h, e CLP+CUR 120h em relagdo a SHAM+CUR 120h.

Pela analise de albumina observou-se aumento da produgdo de albumina no
subgrupo CLP+CUR 24h em relagdo a CLP 24h, notando o efeito da curcumina nesse
tempo. O subgrupo CLP+CUR 24h teve aumento significativo em relagdo ao mesmo
grupo e tempo, inferindo uma melhor produgdo de albumina no subgrupo tratado em 24h.
Em relacdo ao subgrupo CLP 24h e 120h, teve redugao significativa em relagdo ao SHAM
24h e 120h, notando a menor produgdo de albumina em animais submetidos a sepse.

Na relagcdo albumina/globulina nos grupos experimentais foi possivel observar
que a propor¢do aumenta nos subgrupos CLP+CUR 24h e 120h em relacdo a CLP 24h e
120h, verificando o efeito da curcumina na redu¢@o da inflamagao na sepse. No subgrupo
CLP+CUR 24h a relagdo aumentou significativamente em relagdo a CLP+CUR 120h,
observando o melhor efeito da curcumina na redugdo da inflamagaono tempo de 24h. No
subgrupo CLP 24h e 120h a inflamag¢ao aumenta significativamente em relagio a SHAM
24h e 120h, indicando processo inflamatorio no subgrupo CLP.

O efeito benéfico da curcumina na sintese hepatica foi observado na avaliagao

de proteinas totais, albumina e albumina/globulina, visto que ela foi capaz de aumentar
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a sintese de proteinas totais em 24h e 120h, e de albumina em 24h nos animais sépticos.
Para a relagao albumina/globulina, foi indicativa de aumento de inflamagao para valores
menores que 1, e para valores maiores que 1, baixa resposta inflamatéria. Notou-se que
nos subgrupos CLP+CUR 24h e 120h, a relagao aumentou em comparagao aos subgrupos
CLP, respectivamente, inferindo o efeito redutor da curcumina no processo inflamatorio
durante a sepse.

Na avaliagdo da marcagdo de PAS glicogénio-positivo, a curcumina em 24h sobre
o grupo CLP ndo teve efeito, j& em comparacdo aos tempos 72h e 120h, a curcumina
consegue contribuir para a reducdo da sintese de glicogénio de forma a normalizar essa
producdo. Em conjunto com a literatura, dados mostram que na sepseha uma variacao
nos niveis de glicemia e isso ¢ um componente de gravidade em pacientes sépticos, dessa
forma, avaliar os niveis de glicogénio durante a sepse auxilia na avaliagdo da gravidade
que o paciente se encontra (LEVY, 2006). A resposta para a gliconeogénese e para a
sintese de proteinas de fase aguda advém dos aminoacidos gliconeogénicos produzidos
na degrada¢dao muscular (CAPPI; SORIANO, 2010).

O balango geral energético na sepse sofre variagdes, encontra-se uma rapida fase
hiperglicémica inicial em consequéncia da utilizacdo das reservas de glicogénio, com
pouca gliconeogénese; acompanhada de hipoglicemia intensa nos estagios tardios da
sepse. Os resultados mostraram que a curcumina consegue alterar de forma contraria as
variagoes dos niveis de glicogénio, ou seja, ela tende a aumentar as reservas de glicogénio
em CLP 24h e 48h, principalmente em 48h em comparagdo aos grupos CLP no mesmo
tempo. O tratamento com curcumina pode prevenir o desbalango das reservas de
glicogénio em estdgios mais tardios da sepse. Os resultados também mostraram que a
curcumina aumenta a produgdo de proteinas totais em 24h e 120h, na tentativa também
de auxiliar no ganho energético juntamente com o aumento de glicogénio.

O aumento da reserva energética de glicogénio na sepse ¢ um mecanismo que o
organismo utiliza para sustentar os locais que mais necessitam da oferta de glicose, como
as células fagociticas, o encéfalo e o coracdo durante o processo inflamatério. (CAPPI;
SORIANO, 2010). O aumento na producao de glicogénio ¢ visto em CLP 72he 120h,
nesse periodo os organismos conseguiram se adaptar e encontrar mecanismos para o
aumento da reserva energética. Estudos da literatura mostraram que a resposta
inflamatoria ocorrida na sepse colabora para a desregulagdo do metabolismo do
glicogénio durante o curso da infec¢do, incluindo em estigios mais tardios. Mais

especificamente os mesmos estudos dizem que a taxa de fosforilacdo da glicose
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intracelular se reduz devido a resposta antigénica exacerbada encontrada na sepse,

todavia ainda ¢ desconhecido por qual mecanismo. (TITHERADGE et al., 2007).
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7. CONCLUSAO

O tratamento com curcumina induziu uma reducdo no aparecimento de lesdes e
danos no tecido hepatico, preservando parcialmente a sua integridade e funcionalidade.

Foi também capaz de prevenir a reducao dos niveis de glicogénio durante a sepse.
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ANEXOS

Anexo 1 — Parecer do Comité de Etica

MINISTERIO DA EDUCACAO . ..
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS -.
PRO-REITORIA DE PESQUISA E INOVACAQ U FG
COMISSAOQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Efeitos da curcumina sobre a expressio dos componentes da via
de sinalizacio mTOR e na polarizagio de macrdfagos na sepse experimental”, registrada com o
protocolo n® 084/19, sob a responsabilidade de Mara Rabia Nunes Celes ¢ Jordana Fernandes de
Oliveira que envolve a producio, manutengiio ou utilizagio de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n” 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagio Animal (CONCEA), e foi
aprovada pela COMISSAOQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) da Universidade Federal de Goids
(UFG), em reunido de 16/09/2019.

0 Finalidade: ( ) Ensino  (x) Pesquisa Cientifica

O Vigéncia da autorizagdo (inicio e fim): 092019 a 31/05/2023
O Espécie/linhagem/raga: Camundongos, C5TBLG

0O N" de animais autorizados: 396 animais

O Peso/ldade: 22a25g

0 Sexo: machos

0 Origem (fornecedor): Biotério IPTSP / UFG
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Dra. Marina Pacheco Miguel
Coordenadora da CEUA/PRPI/UFG

Comissdo de Etica no Usa de Animais'CEUA
Pro-Reitona de Pesquisa e Inovacio/PRPI-UFG, Alameda Flamboyant, Qd. K. Edificio K2, 1° andar, Prédio da Agéncia de
Inovacio, Pargue Tecnologico, sala da CEUA, Campus Samambaia — Gotinia-GO, Fone: (55-62) 3521-1876.
Email: ceua ufis gmail com
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