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RESUMO 

 

As respostas inflamatórias e imunológicas evocadas durante a sepse 

podem criar uma disfunção cerebral aguda e de longo prazo. O estresse 

crônico moderado (ECM) pode ocasionar a mudanças neuroquímicas e 

comportamentais, e seus impactos necessitam ser compreendidos, 

sobretudo na sepse que é uma patologia com alto índice de mortalidade 

e co-morbidade. O objetivo deste estudo foi avaliar o impacto do ECM 

sobre parâmetros comportamentais e bioquímicos em ratos submetidos à 

sepse. Foram utilizados ratos Wistar machos, adultos, procedentes do 

biotério da UNESC. Os animais foram divididos entre os grupos 

experimentais: controle e ECM e, em seguida, iniciou-se ao protocolo 

de ECM. Após 40 dias da indução do estresse crônico, os animais foram 

submetidos ao teste de anedonia (durante sete dias). Ao final do teste, os 

animais foram submetidos à sepse por CLP e divididos em quatro 

grupos experimentais: Controle+Sham, Controle+CLP, ECM+Sham, e 

ECM+CLP. Imediatamente após a indução da sepse foi realizada a 

avaliação do sickness behavior e o controle da mortalidade. Em 10 dias 

após a sepse, os animais foram submetidos aos testes de habituação ao 

campo aberto, splash test e nado forçado. Em seguida foram retirados o 

córtex frontal e hipocampo para análise dos níveis de citocinas (IL1β, 

IL6 e TNF-α) e de estresse oxidativo (TBARS e carbonilação de 

proteínas). O grupo ECM apresentou um comportamento anedônico, e 

após a sepse, foi observada uma maior mortalidade e uma diminuição 

das atividades locomotora e exploratória nos grupos ECM+CLP e 

Controle+CLP. Ocorreu uma diminuição de grooming no grupo 

controle+CLP e ECM+sham. Os níveis de TBARS estavam aumentados 

no córtex frontal, nos grupos Controle+CLP e ECM+CLP e no 

hipocampo, no grupo ECM+CLP. Também foi observado em córtex 

frontal o aumento dos níveis das proteínas carboniladas nos grupos 

Controle+CLP, ECM+Sham e ECM+CLP, e no hipocampo, nos grupos 

Controle+CLP e ECM+CLP. Os níveis de TNF- apresentaram um 

aumento em córtex frontal e hipocampo no grupo Controle+CLP 

comparados ao grupo Controle+Sham. Os níveis de IL-1 estavam 

aumentados no grupo Controle+CLP comparado ao grupo 

Controle+Sham no hipocampo. Os níveis de IL-6 estavam aumentados 

no córtex frontal dos animais dos grupos Controle+CLP e ECM+Sham, 

e no hipocampo no grupo Controle+CLP, comparado ao grupo 

Controle+Sham. Os dados do presente estudo sugerem que o estresse 

anterior, causado pela indução da ECM, pode diminuir a inflamação  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



cerebral e o comportamento depressivo de longo prazo induzido pela 

sepse grave. 
 

 

Palavras chaves: cérebro, estresse crônico moderado, sepse, inflamação 

e estresse oxidativo. 

  





ABSTRACT 

 

The inflammatory and immune responses evoked during sepsis can 

create acute and long-term brain dysfunction. Chronic mild stress 

(ECM) can lead to neurochemical and behavioral changes, and their 

impacts need to be understood, especially in sepsis, which is a pathology 

with a high mortality rate and co-morbidity. The objective of this study 

is to evaluate the impact of chronic stress on behavioral and biochemical 

behavior in rats submitted to sepsis. Rats were used, adults and coming 

from the laboratory of UNESC. The animals were divided between the 

experimental groups: control and ECM, and then the ECM protocol was 

started. After 40 days of chronic stress study, the animals were 

submitted to the anhedonia test (for seven days). At the end of the test, 

the animals were submitted to sepsis by CLP and divided into four 

experimental groups: Control + Sham, Control + CLP, ECM + Sham, 

and ECM + CLP. Immediately after induction of sepsis, the evaluation 

of sickness behavior and the control of mortality were performed. In 10 

days after sepsis, the animals were submitted to the tests of open field, 

splash test and forced swimming. The frontal cortex and hippocampus 

were then removed for analysis of cytokine levels (IL1β, IL6 and TNF-

α) and oxidative damage (carbonyl and TBARS). The CMS group 

presented an anecdotal behavior, and after sepsis, a higher mortality and 

a decrease in locomotor and exploratory activity were observed in the 

CMS+CLP and Control+CLP groups. There was a decrease in grooming 

in the control+CLP and CMS+sham groups. The levels of TBARS were 

increased in the frontal cortex in the Control+CLP and CMS+CLP 

groups and in the hippocampus in the CMS+CLP group. The levels of 

carbonyl proteins in the Control + CLP, CMS+Sham and CMS+CLP 

groups, and in the hippocampus, Control+CLP and CMS+CLP groups 

were also observed in the frontal cortex. TNF-α levels had an increase in 

frontal cortex and hippocampus in the Control+CLP group compared to 

the Control+Sham group. IL-1β levels were increased in the 

Control+CLP group compared to the Control+Sham group in the 

hippocampus. IL-6 levels were increased in the frontal cortex of the 

Control+CLP and CMS+Sham groups, and in the hippocampus in the 

Control+CLP group compared to the Control+Sham. The data from the 

present study suggest that an earlier stress caused by CMS induction 

may decrease brain inflammation and the long-term depressive behavior 

induced by severe sepsis. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

1.1 SEPSE 

 

Uma das maiores causas de morte em unidade de terapia intensiva 

(UTI) é a sepse. A sepse pode ser caracterizada como uma alteração na 

resposta inflamatória que atinge todos os sistemas do corpo (Angus e 

Wax, 2001; Sales et al.,2006; Oviedo-Boyso et al., 2014). Essa alteração 

na resposta inflamatória pode ser classificada conforme sua magnitude 

como: sepse, sepse grave e choque séptico, os quais representam 

estágios cada vez mais graves dessa resposta inflamatória (Singer et al., 

2004; Rudiger et al., 2008).  
Recentemente novas definições de sepse foram construídas, 

caracterizando-a como uma disfunção orgânica potencialmente fatal, 

causada por uma resposta imune desregulada a uma infecção; e o 

choque séptico como uma alteração na hemodinâmica, celular e/ou 

metabólica (Singer et al., 2016). A sepse é voltada a presença clínica de 

infecção, envolvendo a ativação precoce da resposta pró e 

antiinflamatória, junto com modificações nos sistemas cardiovascular, 

neuronal, autônomo, hormonal, bioenergéticas, metabólicas e de 

coagulação (How et al., 2011; Angus e Van der Poll, 2013; Deutschman 

e Tracey, 2014).  

Esse processo inflamatório pode ser causado por patógenos - bactérias 

Gram-negativas e Gram-positivas, fungos e vírus, que ao invadirem um 

tecido levam a danos teciduais e podem conduzir à falência orgânica. 

Essa invasão, por sua vez, leva a uma descontrolada resposta do sistema 

imune, tendo como característica uma ampliação rápida dos sinais 

inflamatórios. (Vincent, 2000; Takala et al., 2002). 

O tratamento para a sepse é inespecífico, limitado ao apoio da função 

do órgão e administração de fluidos intravenosos, antibióticos e 

oxigênio (Derek et al., 2013). Ainda não existem medicamentos 

aprovados que visam especificamente a sepse, por isso há necessidade 

de buscar novas abordagens terapêuticas eficazes para esta doença 

(Deutschman e Tracey, 2014). 

A incidência da sepse está aumentando e fatores como: sexo, raça, 

idade, comorbidade, ambiente e a carga genética, podem influenciar no 

desenvolvimento da doença, bem como em sua progressão (Singer et al., 

2016). O envelhecimento também pode ser apontado como um fator que 

influencia no curso clínico da doença, conforme os estudo de Iwashyna 

e colaboradores (2012). 
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Nos Estados Unidos, o número de casos de sepse ultrapassa 750.000 

casos por ano, sendo o diagnóstico registrado em 2% dos pacientes 

internados em unidades hospitalares. No entanto, desses 2%, 50% são 

tratados em UTIs (Derek et al., 2013). Um estudo realizado por Sales e 

colaboradores (2006) em 75 UTIs de todas as regiões do Brasil, 

observou que de 3128 pacientes, 521 (16,7%) apresentaram algum 

estágio de alteração na resposta inflamatória. Ainda segundo este 

estudo, a taxa de mortalidade na sepse, sepse grave e choque séptico 

foram de 16,7%, 34,4% e 65,3%, respectivamente.  

Conforme dados do Ministério da Saúde, através do sistema de 

informação hospitalar no DATASUS, no período de 2014, no item taxa 

mortalidade hospitalar por septicemia, foi de 44,53% no Brasil; 35,83% 

no estado de Santa Catarina; e 53,51% na região sul do estado de Santa 

Catarina. Além disso, Silva e colaboradores (2004) investigaram cinco 

hospitais de dois estados brasileiros (Santa Catarina e São Paulo) e 

demonstraram que a sepse apresenta uma alta taxa de incidência, e é 

considerada um grave problema de saúde pública.  

 

1.1.1 Fisiopatologia da sepse 
 

A sepse é um processo inflamatório onde há uma resposta tecidual à 

agressão do agente invasor. Seu desencadeamento depende das relações 

estabelecidas entre os microrganismos e o hospedeiro, para que haja 

uma ativação exacerbada da resposta imune inata, causada pelo 

reconhecimento de um patógeno (Maxime et al., 2007; Hennessy et al., 

2014; Oviedo-Boyso et al., 2014). A interação entre microrganismo e 

hospedeiro se inicia pelo reconhecimento das substâncias do agente 

etiológico, que em níveis celulares, acontece pelos receptores de 

reconhecimento padrão (PPRs). Sendo os mais comuns os receptores 

Toll-Like (TLR), os quais são expressos por células do sistema imune 

inato (Hubacek et al., 2001; Hennessy et al., 2014). 

Os TLR são uma família de proteínas transmembranas do tipo I, com 

a responsabilidade de identificar os padrões de reconhecimento de 

patógenos (PAMPs) expressados por um amplo espectro de agentes 

infecciosos (Ducottet et al., 2003). As diferentes localizações 

subcelulares de PPRs e a ampla variedade de PAMPs permitem que o 

hospedeiro possa identificar agentes patogênicos lesivos. Após o 

reconhecimento, vias de transdução de sinal são ativadas, que culminam 

com a translocação do fator nuclear Кappa B (NF-κB) para o núcleo 

celular. Este, por sua vez, regula a resposta inflamatória através da 

expressão de mediadores pró-inflamatórios, como o óxido nítrico (NO), 
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interleucina 1-β (IL-1β), interleucina 6 (IL-6) e o fator de necrose 

tumoral α (TNF-α) (Oviedo-Boyso et al., 2014). Com a liberação de 

mediadores inflamatórios e das proteínas do patógeno pode ocorrer a 

ativação do sistema de coagulação. Levando a hipoperfusão e hipóxia 

tecidual, com consequente disfunção de órgãos (Abbas et al., 1996; 

Hubacek et al., 2001; Abraham et al., 2007). 

O TNF-α e a IL-1β ativam a resposta imune adaptativa, que é 

responsável pela amplificação da imunidade inata. Com o aumento 

dessas citocinas, há uma ativação das células B, que liberam 

imunoglobulinas facilitadoras da apresentação de antígenos para as 

células fagocitárias. Além disso, as células T do tipo 1 (Th1) podem 

secretar citocinas pró-inflamatórias como o TNF-α e IL-1β, auxiliando 

no aumento das moléculas de adesão em leucócitos e células endoteliais; 

e aumento da permeabilidade vascular, ocasionando edema tecidual 

(Mina et al., 2013).  

Na resposta inflamatória, outro componente importante é o oxido 

nítrico, um potente vasodilatador, que no choque séptico tem um papel 

crucial nas alterações hemodinâmicas (Oviedo-Boyso et al., 2014). 

Também há a liberação de outras interleucinas (IL-4, IL-5, IL-10, IL-11 

e IL-13) MCP-1, prostaglandinas e formação de espécies reativas de 

oxigênio (ERO), que auxiliam na resposta inflamatória e no combate ao 

agente invasor (Mina et al., 2013). 

Com a ativação dos monócitos e macrófagos, há um aumento da 

síntese de citocinas, como a IL-6, que pode levar à produção de 

proteínas de fase aguda, como a proteína-C reativa e a albumina 

(Oviedo-Boyso et al., 2014). Essa resposta ativa os sistemas de 

coagulação sanguínea e dá início as disfunções celulares e dos órgãos 

(Abbas et al., 1996; Hubacek et al., 2001). 

Durante a sepse ocorrem alterações do metabolismo celular, que 

afetam lipídios, carboidratos e proteínas. Essas alterações podem 

culminar em dano oxidativo, ou ainda ativar vias que levam a apoptose 

(Abraham et al., 2007). A diminuição de oxigênio aos tecidos pode ser 

em decorrência da queda do fluxo sanguíneo e a redução do débito 

cardíaco. Contribuindo assim, para o aumento do metabolismo 

anaeróbico e a hiperlactatemia, levando a alterações na fisiologia celular 

(Abbas et al., 1996; Hubacek et al., 2001; Hennessy et al., 2014). 

Dessa forma, quando existe um desequilíbrio entre a geração de ERO 

e as defesas antioxidantes, ocasionando um potencial dano oxidativo 

que por sua vez pode desencadear a lipoperoxidação, formando produtos 

secundários, incluindo o malondialdeído (MDA) ocasionando 

modificações na fluidez e na permeabilidade das membranas celulares 
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(Dalle-Donne et al., 2006). Por outro lado, a oxidação direta de 

proteínas por ERO produz derivados carbonilados altamente reativos, 

resultando na oxidação das cadeias laterais de aminoácidos resultando 

na formação de carbonilas, tióis oxidados, entre outras modificações que 

alteram a função normal da proteína (Dalle-Donne et al., 2006; Bozza et 

al., 2013).  

O sistema imunológico tenta manter uma regulação entre o equilíbrio 

pró e antiinflamatório. Porém, é um mecanismo complexo, em que há o 

envolvimento de monócitos/macrófagos como ativadores da resposta 

imune adaptativa. Como já citado anteriormente, os linfócitos podem 

assumir um fenótipo Th1, o que leva a liberações de substâncias pró-

inflamatórias, ou podem assumir o fenótipo Th2, que leva à produção de 

IL-4 e IL-10, as quais reduzem a resposta pró-inflamatória. Na sepse 

ocorre um desequilíbrio entre essa regulação (pró e antiinflamatória) 

causando um descontrole nesse processo (Mina et al., 2013).  O cérebro 

também é sensível à presença dos microorganismos, e a essas alterações 

celulares, através de diferentes mecanismos (Papadopoulos et al., 2000; 

Comin, et al., 2011; Steckert, et al., 2013).  

 

1.1.2 Sepse e o sistema nervoso central 

 

Na sepse, o sistema nervoso central (SNC) é afetado, gerando 

respostas como hipertermia ou a hipotermia, falta de apetite, ativação do 

eixo hipotálamo-pituitária-adrenal (HPA) e delirium (Licinio e Wong, 

1997; Dinarello, 2004). Podem ser observados vários graus de alterações 

dos níveis de consciência nos pacientes sépticos, variando desde um 

estado de comprometimento leve até o coma (Tomasi et al., 2016). As 

principais manifestações clínicas do envolvimento do SNC que 

aparecem são a encefalopatia associada à sepse (EAS) e a 

polineuropatia, ocorrendo em 70% dos pacientes sépticos (Young et al, 

1990; Bolton, 1996; Dinarello, 2004).  

Ainda não está elucidado o completo mecanismo da EAS. Estudos 

apontam que os fatores que influenciam nessa patologia seriam a 

redução do fluxo sanguíneo, alteração da barreira hematoencefálica 

(BHE), formação de edema cerebral, produção de mediadores 

inflamatórios, disfunção de neurotransmissores e mitocondrial (Licinio e 

Wong, 1997; Papadoulos et al., 2000; Dinarello, 2004; Bozza et al., 

2010). 
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Figura 1 - Esquema simplificado do comprometimento do SNC na sepse. A 

resposta inflamatória exacerbada leva a distúrbios metabólicos e alterações na 

permeabilidade da barreira hematoencafálica, permitindo a passagem de 

mediadores inflamatórios para o SNC, levando ativação da microglia e 

disfunção neuronal. Essas disfunções neuronais podem acarretar, em longo 

prazo, alteração funcional e cognitiva em pacientes e em modelos animais. 

Fonte: Adaptado de Jacob e colaboradores (2011). 

 

A sepse afeta a BHE, que regula a homeostase no SNC. Uns dos 

componentes da BHE são as metaloproteinases, que neste processo 

inflamatório, estão desreguladas, permitindo que circulem substâncias 

neurotóxicas para o parênquima cerebral e, consequentemente, a 

infiltração de leucócitos e a ativação da microglia (Dal-Pizzol et al., 

2013). A passagem dessas endotoxinas pode induzir alterações nas 

funções fisiológicas afetando a homeostasia, levando a EAS (Cauvi et 

al., 2012; Dal-Pizzol et al., 2013). Essas disfunções afetam as células 

endoteliais, astrócitos e neurônios, tendo envolvimento na ativação de 

vias apoptóticas, levando a morte neuronal (Messaris et al., 2004).  
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Estudos demonstraram que na sepse ocorre o aumento de mediadores 

inflamatórios no SNC capazes de alterar o metabolismo celular. Esses 

mediadores podem induzir estresse oxidativo e disfunção mitocondrial, 

com consequentes alterações na neurotransmissão (Messaris et al., 2004; 

Comim et al., 2007, 2008, 2011). Em um modelo animal de sepse 

induzido por ligação e perfuração cecal (CLP) há uma elevação de 

citocinas pró-inflamatórias, como a IL-1β e a IL-6, no SNC em tempos 

iniciais da doença. Este aumento de citocinas pode acarretar uma 

disfunção cerebral, que posteriormente, leva a alterações cognitivas 

(Comim et al., 2011). Danos oxidativos em proteínas e lipídios e 

alterações no mecanismo antioxidante também foram observados no 

tecido cerebral (hipocampo e córtex) entre 0 e 96 horas após a indução 

da sepse por CLP (Barichello et al 2006). Porém, em um estudo de 

Barichello e colaboradores (2007), esses danos foram revertidos com o 

uso de n-acetilcisteína (NAC) e desferoxamina (DFX) em conjunto.  

Steckert e colaboradores (2013) mostraram que em animais sépticos 

houve um aumento nos níveis de IL-6 (após 30 dias da sepse) e de TNF-

α (após 60 dias da sepse). Neste mesmo estudo, foi demonstrado que 

tanto em 30 quanto em 60 dias após a sepse, os níveis de carbonilação 

de proteína estavam aumentados no estriado. Também foi observado um 

déficit na memória aversiva em 10 dias após a sepse. Outros estudos 

também mostraram que ratos sobreviventes a sepse apresentaram dano 

cognitivo em 10 e 30 dias após a indução por CLP (Barichello et al, 

2005, 2007; Comim et al., 2007, 2008, 2011). 

 Além dos modelos animais, estudos descrevem que pacientes 

sobreviventes a esta alteração da resposta inflamatória apresentam 

incapacidade cognitiva em longo prazo, incluindo alterações na 

memória, atenção, na concentração e/ou na perda global da função 

cognitiva (Gordon et al, 2004; Hopkins et al, 2005; Jackson et al, 2004; 

Tomasi et al., 2016). Hopkins e colaboradores (2005) demonstraram que 

mesmo após a alta hospitalar, esses pacientes podem permanecer com 

déficits cognitivos. Sharkar e colaboradores (2004 e 2007) em seu 

estudo post mortem com neuroimagem observaram que pacientes 

sépticos apresentam alterações cerebrais, como lesões isquêmicas, 

hemorragias e microabcessos.  

Recentemente, Singer e colaboradores (2016) mostraram que 

pacientes sobreviventes a sepse muitas vezes têm deficiências físicas, 

psicológicas e cognitivas de longo prazo, necessitando, assim, de 

cuidados de saúde, implicando no contexto social. Além disso, pacientes 

de UTI sobreviventes a sepse podem apresentar transtornos 
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psiquiátricos, como quadros de estresse, ansiedade e depressão (Dowing 

and Miyan, 2000; Dhabhar, 2001; Scragg et al, 2001).  

 

1.2 ESTRESSE CRÔNICO MODERADO 

 

O estresse crônico moderado (ECM) é um conjunto de reações do 

organismo a agressões de ordem física, psíquica, infecciosa, capazes de 

perturbar a homeostasia do corpo (Maxime et al, 2007). O estresse vem 

de um processo fisiológico e adaptativo, entretanto, quando o indivíduo 

não tem uma boa adaptação, ele surge com uma resposta patológica, 

levando a distúrbios transitórios ou a doenças graves (Bagot et al., 

2014).   

Em cada ano, casos novos de estresse aumentam 1%, colocando essa 

patologia em um grupo de doenças chamadas de "doença do século", 

remetendo a um grave problema de saúde pública. O estresse atinge 

milhões de pessoas em todo o mundo, podendo estar relacionado à 

dinâmica do mundo moderno, decorrente das condições de vida e do 

estilo de vida (Maxime et al, 2007; Bagot et al,. 2014). Sugere-se que 

uma mudança ocorrida na vida do indivíduo possa ser um efetivo agente 

estressor (Andel et al., 2011). São elevados os custos sociais, 

emocionais e psicológicos ligados ao estresse, sendo este, atualmente, o 

responsável pela queda da produtividade e da alta taxa de ausência ao 

trabalho (Mcewen et al., 2000; Davidson et al., 2011). 

O estresse pode desencadear uma série de doenças como úlceras, 

infarto do miocárdio, hipertensão, acidente vascular cerebral e o 

desenvolvimento de transtornos psiquiátricos como a depressão bem 

como alterações na cognição (de curto ou longo prazo) (Fonseca et al., 

2009; Melinder et al., 2015).  

O pesquisador Hans Selye foi o primeiro a descrever a fisiopatologia 

do estresse, no ano de 1936. Ele observou que a percepção de um perigo 

eminente ou de um evento traumático é realizada pelo córtex, que 

posteriormente aciona o sistema límbico, que vai induzir alterações na 

parte emocional e no controle de alguns órgãos (Vollmayr e Henn, 

2005; Maxime et al, 2007). O estímulo em estruturas cerebrais como a 

amígdala e o hipotálamo, pode causar dilatação pupilar, palidez, 

aceleração e aumento da força cardíaca e da respiração, além de outros 
sintomas gerados pelo sistema nervoso autônomo (SNA). O hipotálamo 

tem um papel crucial na ativação da glândula hipófise fazendo aumentar 

o hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) (Bagot et al., 2014). 
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Esse hormônio, por sua vez, ao chegar nas glândulas adrenais, 

provoca a liberação de corticosteróides e, consequentemente, um 

aumento de sua disponibilidade na corrente sanguínea (Figura 3). Os 

corticosteróides possuem ações em muitos tecidos, alterando o 

metabolismo, a síntese de proteínas, e a resposta inflamatória (Maxime 

et al,2007).  

 
Figura 2 - Mecanismo da liberação de glicocorticóides. Ilustração 

demonstrando o eixo HPA, elucidado a liberação de glicocorticóides na corrente 

sanguínea, através da estimulação neuronal (hormônio liberador de 

corticotrofina - CRH) e da liberação do hormônio ACTH (hormônio 

adrenocorticotrófico) pela glândula hipófise. O aumento dos níveis sanguíneos 

dos glicocorticóides leva a inibição dos neurônios e da hipófise, diminuindo 

assim a quantidade de ACTH e de glicocorticoides secretados na corrente 

sanguínea. Fonte: www.inec-usp.org/cursos/cursoIII/figuraV.jpg. 

 

Os corticosteróides vêm sendo associados com o processo 

inflamatório, principalmente através da modulação da resposta imune 

frente a uma lesão, pois eles podem interagir com os fatores de 

transcrição como cfos, c-jun e NF-kB, que regulam positivamente a 

atividade transcricional, desencadeando proteínas com efeitos 

antiinflamatórias e imunossupressoras (Vollmayr e Henn, 2005; Dantzer 

et al., 2008; Andel et al., 2011; Korten et al., 2014).  
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A ativação do eixo HPA de forma crônica leva ao desenvolvimento de 

quadros de ECM (Nestler et al., 2002). O ECM desempenha um papel 

importante nos distúrbios psiquiátricos por induzir mudanças na 

expressão gênica, função do circuito neural e comportamental (Bagot et 

al., 2014).  

O impacto do ECM depende do tipo do estressor ao qual o indivíduo é 

exposto. Katz e colaboradores (1981) mostraram que animais 

estressados possuem uma pequena redução da ingestão de soluções 

doces. Em 1987, Willner expos ratos a estressores ambientais (restrição 

de água e comida, alteração da temperatura ambiental, iluminação 

contínua, inclinação da gaiola-casa) e observou uma menor resposta dos 

animais à solução de sacarose (Willner, 2005).  

A exposição a fatores estressantes aumenta os níveis de TNF-, que 

pode se tornar crônico em casos de ECM, levando ao desenvolvimento 

de comportamentos do tipo depressivo e uma piora no desempenho 

cognitivo (Li et al., 2008; Bian et al., 2012). Neste contexto, a exposição 

dos animais ao ECM leva alterações no eixo HPA, induzindo quadros de 

anedonia, hipertrofia da glândula adrenal e o aumento dos níveis de 

corticosterona (Vollmayr e Henn, 2003; Maxime et al., 2007; Garcia et 

al., 2009). Essas alterações no eixo HPA podem ativar e modificar a 

resposta adaptativa aos estímulos, ou seja, o animal habitua-se ao 

estressor, porém quando empregado um estimulo novo, leva à 

sensibilização do eixo, aumentando a sua resposta (Weiberg et al., 

2009).  

Testes com antidepressivos em modelos animais de ECM revertem o 

comportamento apresentado por esses animais. Levando a consolidação 

da teoria que o ECM é uma das principais causas de depressão (Willner, 

2005; Davidson, 2011). De fato, cerca de 60 % dos casos de depressão 

são desencadeados e precedidos por eventos estressantes relacionados 

com os fatores psicológicos (Klauke et al., 2010; Davidson, 2011).  

Em animais, a exposição ao ECM leva a comportamento semelhante a 

quadros depressivo observado em humanos. Como a diminuição da 

atividade exploratória e locomotora, déficits na memória espacial, 

diminuição do peso corporal bem como diminuição na liberação basal 

de dopamina e redução na expressão do fator neurotrófico derivado do 

cérebro (BDNF) (Gamaro et al., 2003; Garcia et al., 2009; Weiberg et 
al., 2009; Bian et al., 2012; Borges et al., 2013). Em pacientes 

depressivos foram observadas hiperatividade do eixo HPA e níveis 

aumentados de glicocorticóides (Parker et al., 2003).  

Em geral, o estresse agudo não traz consequências deletérias para o 

indivíduo. Porém, no ECM, há ativação de outros componentes 



32 

neuroendócrinos, que podem estar envolvidos na gênese de transtornos, 

alterações comportamentais (déficit de memória), desenvolvimento de 

quadros de ansiedade e depressão (Gamaro et al., 2003; Vollmayr e 

Henn, 2005; Garcia et al., 2009; Davidson, 2011; Bian et al, 2012; 

Bagot et al., 2014).  

 

1.3 SICKNESS BEHAVIOR 

 

O sickness behavior (SB) é a avaliação do comportamento doentio, 

referindo-se às mudanças comportamentais desenvolvidas em 

indivíduos doentes, após a infecção e a lesão tecidual (Dantzer, 2009; 
Tracey, 2010; Hennessy et al, 2014). As características mais comuns são 

a diminuição da ingestão de alimentos e água, diminuição da taxa de 

atividade locomotora, depressão, anedonia, febre e entre outros (Tracey, 

2010; Sah et al., 2011).  

Na inflamação há o aumento de TNF-α, IL-1β e IL-6. Essas citocinas 

podem mediar os sinais clínicos da resposta do hospedeiro à infecção e 

desencadear um bloqueio e um prejuízo na atividade neurocognitiva, 

induzindo ao SB (Burton et al., 2011; Maes et al, 2011).  Estudos de 

Lawson e colaboradores (2013) e de Szentirmai e Krueger (2014) 

utilizando modelos animais de sepse induzidos por lipopolissacarídeo 

(LPS) perifericamente e no SNC, mostraram um aumento da 

temperatura corporal, perda de apetite, diminuição da atividade 

locomotora e comportamento anedônico.  

Dantzer e colaboradores (2008; 2011) mostraram que a IL-1β é uma 

citocina importante para a indução do SB, pois, quando administrada 

perifericamente ou no ventrículo lateral cerebral induz a uma reação de 

fase aguda, incluindo a febre, a ativação do eixo HPA e comportamento 

do tipo depressivo. Entretanto, quando administrada a IL-6, foram 

observadas atividades pirogênicas e corticotróficas, porém não 

apresentou nenhuma influência na atividade comportamental dos 

animais. Contudo, quando administradas as duas citocinas em conjunto 

foi demonstrado que a IL-6 potencializa os efeitos no SB causados pela 

administração de IL-1β, tanto perifericamente quanto no SNC. Em outro 

estudo de Dantzer e colaboradores (2008) utilizando um antagonista dos 

receptores de IL-1β no SNC, foi demonstrada uma reversão dos 

sintomas comportamentais, sugerindo, assim, que esses sintomas são 

mediados pelos receptores de IL-1 no SNC. 
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Figura 3 - Representação do envolvimento da inflamação com o SB e a 

depressão. A imagem ilustra a ativação dos TRL na presença de uma infecção, o 

que leva a produção e liberação de componentes inflamatórios como, por 

exemplo, as citocinas, que no SNC, pode levar ao desencadeamento do SB, que 

apresenta sintomas psicossomáticos, neurocognitivos, melancólicos e ansiosos. 

Esses sintomas são caracterizados SB, no entanto, também fazem parte dos 

sintomas de quadros depressivos Fonte: Adaptado de Tracey, 2010.   

 

A depressão pode ser oriunda de um ECM ou por uma doença 

neurodegenerativa (Dowlati et al., 2010; Dantzer et al., 2011). No 

entanto, estudos trazem semelhanças nos parâmetros comportamentais e 

inflamatórios entre a depressão e o SB (Li et al., 2008; Yirmiya et al., 

2011; Liu et al., 2014). Por outro lado, a ativação crônica do sistema 

imune inato pode predispor ao desenvolvimento de transtornos 

depressivos (Dantzer et al., 2008; Dowlati et al, 2010). 

  
1.4 MODELO ANIMAL DE SEPSE 

 

Um dos métodos mais comuns para indução de sepse é o modelo de 

ligação e perfuração cecal, o chamado CLP. Comim e colaboradores 

(2007, 2008, 2011) e Steckert e colaboradores (2013) demonstraram que 
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animais sépticos induzidos por tal modelo apresentam déficit cognitivo, 

com alteração nas memórias aversiva, de reconhecimento e de 

habituação e alterações na aquisição de memória. Na tentativa de 

justificar o dano cognitivo apresentado por esses modelos animais, 

estudos demonstraram um aumento de dano oxidativo e uma diminuição 

na atividade antioxidante em tecido cerebral após a indução do método 

CLP (Barichello et al., 2006; Barichello et al., 2007; Biff et al., 2013).  

Estudos de Semmler e colaboradores (2008) e de d´Avila e 

colaboradores (2008) demonstraram que durante este processo 

inflamatório, os animais apresentaram alterações no metabolismo 

energético cerebral, associadas com algumas doenças 

neurodegenerativas e morte neuronal. Em suma, os modelos animais 

permitem uma análise das interações moleculares e celulares, bem como 

um estudo detalhado do comportamento animal, ajudando na elucidação 

da fisiopatologia da sepse e, futuramente, no desenvolvimento de novos 

alvos terapêuticos. 

 

1.5 JUSTIFICATIVA 

 

Sabe-se que a sepse apresenta altas taxas de mortalidade e morbidade 

e especula-se que o ECM possa ter impactos sobre os parâmetros 

bioquímicos e comportamentais. Dessa forma, se faz necessário um 

estudo detalhado sobre o envolvimento do estresse crônico moderado 

com o processo inflamatório, dano oxidativo e as alterações 

comportamentais, o que poderá fornecer informações relevantes para a 

elucidação de tal impacto na sepse. 
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2 OBJETIVOS  

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o impacto do estresse crônico moderado sobre parâmetros 

comportamentais e bioquímicos em ratos submetidos à sepse pelo 

modelo de CLP. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 

- Avaliar o comportamento anedônico em ratos Wistar submetidos ao 

protocolo de estresse crônico (40 dias). 

- Avaliar a mortalidade e o sickness behavior (ingestão de comida, 

água e peso) em ratos Wistar submetidos ao protocolo de estresse 

crônico (40 dias) e durante 10 dias após a indução de sepse por CLP. 

- Avaliar a atividade locomotora e exploratória através do teste de 

habituação de campo aberto, em ratos Wistar submetidos ao protocolo 

de estresse crônico (40 dias) e 10 dias após a indução de sepse por CLP. 

- Avaliar o comportamento do tipo depressivo através dos testes de 

nado forçado e splash test em ratos Wistar submetidos ao protocolo de 

estresse crônico (40 dias) e 10 dias após a indução de sepse por CLP. 

- Avaliar os níveis de citocinas (IL-1β, IL-6 e TNF-α) em córtex 

frontal e hipocampo de ratos Wistar submetidos ao protocolo de estresse 

crônico (40 dias) e 10 dias após a indução de sepse por CLP. 

- Avaliar os níveis de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS) e de formação de proteína carbonila em córtex frontal e 

hipocampo de ratos Wistar submetidos ao protocolo de estresse crônico 

(40 dias) e 10 dias após a indução de sepse por CLP. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 ASPECTOS ÉTICOS 

 

Este estudo foi realizado dentro das diretrizes estabelecidas pelo 

Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) 

para pesquisas utilizando animais. O projeto foi aprovado pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade do 

Extremo Sul Catarinense (Protocolo 001/2015-1 (anexo A) e protocolo 

49/2016-02 (anexo B)). Todos os cuidados foram adotados para evitar 

ou minimizar o sofrimento dos animais durante os experimentos.  

 

3.2 TAMANHO AMOSTRAL 

 

Foram utilizados ratos Wistar machos, adultos (60 dias), com peso 

variando entre 250 a 350g, procedentes do biotério da UNESC. Os 

animais foram acondicionados em caixas com 5 animais, em um ciclo 

de claro e escuro de 12 horas (07:00 às 19:00) com comida e água ad 

libitum (exceto para os dias de privação de água e comida referentes ao 

protocolo de ECM), mantidos em ambiente com temperatura entre 18 e 

22º C e umidade relativa entre 55 e 65%. Os procedimentos cirúrgicos 

foram sempre realizados no período da manhã, com início às 8h. 

Foram utilizados um total de 100 animais para este estudo (Tabela 1), 

distribuídos em quatro grupos experimentais: Controle+Sham; 

Controle+CLP; ECM+Sham e ECM+CLP. Estudos anteriores de 

Papadopoulos e colaboradores (2000) mostram que o n necessário por 

condição experimental é n= 15. Mas, levando em conta que o índice de 

mortalidade da sepse é de 20%, e para conseguir um tamanho amostral 

significativo, mesmo com a eventual perda de animal durante a 

execução dos experimentos, justifica-se o tamanho amostral em questão. 

 

Tabela 1 – Divisão do número de animais por grupos experimentais. 

Grupos experimentais n + 20% de mortalidade 

Controle 
Sham 20 Animais 

CLP 30 Animais 

ECM 
Sham 20 Animais 

CLP 30 Animais 

Total de animais -                100  Animais 

Fonte: Dados do autor, 2017. 
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3.3 DESENHO EXPERIMENTAL 

 

Inicialmente, os animais foram divididos em dois grupos 

experimentais: controle e ECM. Logo após, começou a ser aplicado o 

protocolo de ECM durante 40 dias (apêndice A), em que o grupo ECM 

esteve exposto a variados estressores. No final do protocolo, os animais 

foram submetidos ao teste de ingestão de alimento doce (durante sete 

dias), para avaliação do comportamento anedônico e confirmação da 

indução do estresse. 

Logo após, os animais foram submetidos à sepse pelo método CLP e 

divididos em quatro grupos experimentais: Controle+Sham (n= 20); 

Controle+CLP (n=30); ECM+Sham (n=20); e ECM+CLP (n=30). 

Imediatamente após a indução da sepse iniciou-se a avaliação do SB 

(controle da ingestão de água, comida e peso corporal) e o controle da 

mortalidade. Essa avaliação teve duração de 8 dias.  

Após 10 dias da indução da sepse, os animais foram submetidos aos 

testes de habituação ao campo aberto, splash test e nado forçado. Ao 

termino dos testes comportamentais, os animais foram mortos por 

decapitação em guilhotina, e o córtex frontal e hipocampo foram 

retirados e armazenados em freezer -80̊C para a realização das análises 

de níveis de citocinas e de estresse oxidativo, conforme demonstrado no 

apêndice A. 

  

3.3.1 Protocolo de ECM 
 

O protocolo para indução do ECM foi adaptado de Gamaro e 
colaboradores (2003) e de Garcia e colaboradores (2009), com o 

objetivo de induzir os animais ao estresse, e gerar comportamento do 

tipo depressivo a partir da exposição comumente a um conjunto de 

estímulos ambientais, aversivos crônicos e moderados, por um período 

de 40 dias.   

Os animais foram divididos em grupo controle (não estressados) e 

grupo ECM (estressados). Na tabela 2 estão descritos os estressores 

usados nos animais do grupo ECM. Esses estressores foram empregados 

em horários diferentes e alternados para que não houvesse a habituação 

dos animais a esses estímulos. Foi aplicado um estímulo por dia, 

conforme a tabela no apêndice B. Os animais do grupo controle foram 

mantidos nas suas gaiolas com comida e água ad libitum e ambiente 

controlado, livre de estresse. 
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Tabela 2 – Agentes indutores de estresse nos animais. 

 
Estressor Descrição 

Privação de comida 
Os animais foram privados de comida pelo 

período de 24 horas. 

Privação de água 
Os animais foram privados de água pelo 

período de 24 horas. 

Contenção 
Os animais foram contidos por 3 horas em 

um tubo de plástico de 25cm x 7cm. 

Contenção + frio 

Os animais foram contidos em um tubo de 

plástico de 25cm x 7cm e expostos a 

temperatura de 4°C, por 2 horas. 

Exposição à luz 

estroboscópica 

Os animais foram colocados em uma sala 

escura e expostos a uma lâmpada 

estroboscópica de 40W que ficava piscando 

em uma frequência de 60 vezes/min, durante 

3 horas. 

Isolamento 

Os animais foram colocados em 1 caixa 

separado dos demais (1 animal por caixa) no 

período de 72 horas. 

Fonte: Dados do autor, 2017. 
 

3.3.2 Teste da ingestão de alimento doce 

 

A diminuição da ingestão de alimento doce (anedonia), em modelos 

experimentais, é uma característica comportamental similar à perda de 

interesse ou prazer e sintomas de melancolia apresentados por humanos 

diagnosticados com depressão (Garcia et al., 2009). Esse teste propôs 

avaliar os animais após a indução do ECM, com duração de sete dias, 

para observar se há comportamento anedônico.  

Ele foi realizado numa caixa retangular (40 × 15 × 20 cm) com piso e 

paredes laterais de madeira, dividida em 9 retângulos iguais, por linhas 

pretas. Dez froot loops (cereal feito de trigo, amido de milho e sacarose) 
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(Kellogg’s®) foram colocados nessa caixa, distribuídos em nove 

quadrantes. Logo após, o animal era colocado nesse aparato. 

 

 

 
Figura 4 - Aparato utilizado para a realização do teste de anedonia. Em “A” 

demonstra a distribuição de cada Froot loops no aparato utilizado para 

realização do teste de anedonia. Em “B” demonstra a divisão do Froot loops e a 

medição do consumo, sendo que cada parte(1/4) consumida pelo animal 

corresponde a 0,25 do cereal. Fonte: Dados do autor, 2017. 

 

Os animais foram submetidos a cinco dias de ensaios, uma vez por dia 

durante três minutos, para se tornarem familiarizados com a comida. 

Depois de serem habituados, os animais foram expostos a duas sessões 

de teste de três minutos cada, onde era observada a quantidade de froot 

loops consumida pelo animal. (Katz et al 1981b; Gamaro et al 2003).  

Durante os primeiros cinco dias, os animais foram expostos a jejum 

por 22 horas antes da contagem de Froot Loops, depois os animais 

foram expostos a uma alimentação padrão, durante 2h. No entanto, nas 

sessões de teste (últimos dois dias), os animais não estavam em jejum.  

 

3.4 MODELO ANIMAL DE SEPSE 

 

A sepse intra-abdominal foi produzida usando a técnica de CLP (Fink 

et al., 1990). Os animais foram anestesiados com cetamina e xilazina (80 

mg/kg e 10 mg/kg respectivamente, por via intraperitoneal), sendo 
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submetidos à laparotomia com incisão mediana abdominal. O ceco foi 

ligado logo abaixo da junção íleo-cecal com fio seda 3-0, mantendo 

assim a continuidade intestinal. Logo após, o ceco foi perfurado com 

uma agulha número 14 na face antimesentérica e sutilmente 

comprimidos até a extrusão de conteúdo fecal. Os planos cirúrgicos 

foram fechados e os animais foram observados em caixa de recuperação 

por duas horas. 

 O grupo sepse recebeu um “suporte básico” de salina em 50 mL/kg 

imediatamente e 12 horas após CLP, mais ceftriaxona em 30 mg/kg e 

clindamicina em 25 mg/kg a cada 6 horas, em um total de 3 dias.  

O grupo controle também foi submetido à laparotomia, porém o ceco 

foi manipulado pelo mesmo período de tempo, mas não houve ligação 

ou perfuração. O grupo Sham recebeu somente salina, 50 mL/kg, 

imediatamente e 12 horas após a cirurgia, sendo o volume de salina 

corresponde à administração do antibiótico ao grupo CLP. Após o 

procedimento cirúrgico, todos os animais receberam uma injeção 

intramuscular de 80 mg/kg de dipirona sódica para analgesia. 

 

3.5 AVALIAÇÃO COMPORTAMENTAL 

 

3.5.1 Sickness behavior e controle da mortalidade 

 

A avaliação do SB possui o objetivo de avaliar o comportamento 

doentio, como a avaliação da ingestão de alimentos e água e as 

alterações no peso corporal do animal (Dantzer et al., 2011). Os animais 

foram acompanhados diariamente após a indução da sepse por um 

período de oito dias. Para cada caixa contendo cinco animais foram 

medidas em balança analítica 500g de ração e em proveta, 900ml de 

água. O peso corporal dos animais também foi avaliado (Dantzer, 2001; 

Dantzer and Kelley, 2007; Dantzer et al., 2008). Vinte e quatro horas 

após, foram mensuradas a quantidade ingerida de água e comida e o 

peso corporal.  

Concomitantemente, foi avaliada a taxa de sobrevivência dos animais 

durante 10 dias, registrando os animais que morreram conforme o grupo 

e o dia (Michels et al., 2015). 
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Figura 5 - Protocolo para a avaliação do SB e avaliação da mortalidade. Fonte: 

Dados do autor, 2017. 

 

3.5.2 Splash test 

 

O splash test é um válido marcador comportamental de anedonia em 

animais, induzido por modelos de depressão.  Após aplicar uma solução 

de sacarose, avalia-se tempo de grooming, que são movimentos de 
autolimpeza realizados pelo animal, como exemplo uma lambida ou 
lavagem ou aliciamento dos pêlos no rosto, cabeça e tronco, conforme 
a figura 7 (Ducottet et al., 2003). Este teste avalia o autocuidado e o 

comportamento motivacional dos animais. 

O teste consiste em uma borrifada de solução de sacarose 10% (0,35 

mL por rato) na parte dorsal do animal. Após o esguicho, o animal é 
colocado em um campo aberto (caixa retangular - 40 × 60 cm - com 

paredes de 50 cm de altura sendo três paredes de madeira e uma de vidro 

transparente) e observado os movimentos de grooming durante cinco 
minutos (Surget e Belzung, 2008; Isingrini et al., 2010). 
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Figura 6 – Movimentos de grooming. Da esquerda para a direita, observam-se 

movimentos simétricos em forma de elipse ao redor do nariz; movimentos 

unilaterais envolvendo uma pata, que alcançam até as vibrissas; movimentos 

amplos bilaterais feitos simultaneamente; e movimentos prolongados de 

“lambidas” do corpo. Fonte: Berridge et al., 2005. 
 

3.5.3 Atividade locomotora exploratória 

 

O teste de campo aberto refere-se a todas as atividades relacionadas à 

obtenção de informação acerca do ambiente. Abrangem as respostas 

reflexas atencionais imediatas e as respostas voluntárias típicas. O teste 

consiste em expor o animal a um ambiente novo, com intuito de 

explorar o mesmo. Os movimentos realizados pelo animal são 

considerados um indicador de atividade locomotora e exploratória 

(Vianna et al., 2000). 

O teste comportamental de atividade locomotora possui uma única 

sessão com duração de cinco minutos e é realizado em uma caixa 

retangular (40 × 60 cm) com paredes de 50 cm de altura, sendo três 

paredes de madeira e uma de vidro transparente. O piso do campo aberto 

é dividido em nove retângulos iguais por linhas pretas.  

Nesse teste são observados dois parâmetros: o crossing e o rearing. O 

crossing corresponde à atividade locomotora do animal, o qual é 

contado a partir do cruzamento do animal pelos quadrantes. Já o rearing 

está relacionado à atividade exploratória, sendo contabilizada a 

quantidade de vezes que o animal se levanta sob as patas traseiras 

(Vianna, et al., 2000). 

 

3.5.4 Nado forçado 

 

O teste de nado forçado foi desenvolvido a partir de um modelo 

animal de depressão, sendo muito utilizado para testar medicamento 

antidepressivo. Estudos apontam que animais com comportamento do 
tipo depressivo possuem um tempo de imobilidade maior que de 

animais não depressivos, e esse tempo pode diminuir com o uso de 

antidepressivos (Porsolt, et al., 1977; Comim et al., 2010).  
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No teste comportamental de nado forçado, o rato foi colocado em um 

cilindro contendo água (23 C̊) em uma quantidade na qual o animal não 

consiga apoiar as patas no fundo do cilindro. No primeiro dia foi 

realizado o treino, onde o animal foi colocado a nadar durante 15 

minutos. Após 24h do treino, o animal foi colocado novamente no 

cilindro, e realizado o teste, que possui duração de cinco minutos. No 

teste foi observado o tempo de imobilidade (tempo que o animal fica 

imóvel na água); tempo de mergulho (tempo que o animal fica 

submerso); e o tempo de escalada (tempo que o animal fica escalando as 

bordas do cilindro) (Porsolt, et al., 1977). 

 

3.6 REMOÇÃO DAS ESTRUTURAS 

 
Os animais foram decapitados por guilhotina. Logo após, o cérebro foi 

removido e dissecado e as estruturas de córtex frontal e hipocampo 

foram identificadas, extraídas e armazenadas em freezer -80̊C para 

posterior análise. Após todo o experimento, o armazenamento da 

carcaça dos animais foi feito utilizando saco branco leitoso, que foi 

depositado no freezer da universidade e coletado e transportado por 

empresa terceirizada. Os resíduos foram tratados fisicamente e 

encaminhados para disposição final em aterro sanitário. Todos os 

procedimentos estão de acordo com a RDC 306/2004 da Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária. 

 

3.7 AVALIAÇÃO DO DANO OXIDATIVO 

 

3.7.1 Mensuração das substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

 

As substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) são formadas 

como um subproduto da peroxidação lipídica. O teste consiste em 

avaliar os níveis de malondialdeído (MDA) presente na amostra, bem 

como gerado a partir de hidroperóxidos de lípidos. O MDA é uma 

substância reativa ao aquecimento do ácido tiobarbitúrico, formado 

durante a peroxidação em sistemas de membranas (Draper e Hadley 

1990).  

Primeiramente a amostra é homogeneizada com seu tampão especifico 

(Na2PO4 - KCl). Logo após é utilizado 500 μL da amostra e adicionado 

o ácido tricloroacético (TCA) a 10% (porção 1:2). O conteúdo é 

centrifugado (10 min em 1000 rpm) e adicionado ácido tiobarbitúrico 

(TBA) 0.67%. As amostras foram aquecidas por 30 min. O MDA reage 
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com o ácido tiobarbitúrico gerando um produto coloração rósea, lido 

espectrofotometricamente em um comprimento de onda de 532 mn 

(Draper e Hadley 1990).  

 

3.7.2 Mensuração dos grupamentos carbonila 

 

A medida do dano oxidativo em proteínas foi determinada pela 

medida de formação de grupos carbonila, que são produto do ataque de 

radicais livres aos resíduos de proteínas, como aminoácidos histidina, 

arginina, lisina e prolina (Levine et al., 1994). 

Primeiramente a amostra é homogeneizada com seu tampão específico 

(KCl-KH2PO4). Logo após é utilizado 200 μL da amostra, adicionado 

100 μL TCA 20% e centrifugado (14000 rpm, 5 min). Em seguida, é 

adicionado 100 μL de hidróxido de sódio (0,2 molar) e 100 μL de 2,4- 

Dinitrofenilidrazina (DNTP). A amostra foi incubada por 60 min. e 

adicionado TCA 20%. Em seguida foi adicionado uma mistura de etanol 

e acetato de etila e centrifugado (14000 rpm, 3 min). Logo após, foi 

adicionado hidróxido de sódio e aquecida a reação durante 30 min. A 

leitura das absorbâncias foi feita no espectrofotômetro em um 

comprimento de onda de 370nm, conforme previamente descrito 

(Levine et al., 1994).  

 

3.8 DOSAGEM DOS NÍVEIS DE CITOCINAS 

 

Para as análises dos níveis de IL-1β, IL6 e TNF-α, foram utilizados os 

testes de imunoensaio (ELISA Sanduíche) através dos kits da 

Peprotech®. Os procedimentos para cada dosagem foram realizados de 

acordo com recomendações do fabricante.  

As amostras foram homogeneizadas em tampão fosfato salina (PBS). 

Os anticorpos de captura foram diluídos em PBS, adicionados em cada 

poço da placa e incubados overnight, na temperatura de 4°C. Após este 

período, os poços foram lavados tampão de lavagem (0,05% Tween 20 

em PBS, pH 7,2). Posteriormente, as placas foram bloqueadas com 200 

μL de solução de bloqueio (1% de albumina bovina sérica em PBS, pH 

7,2) e incubadas.  

Após a incubação e as lavagens, 100 μL de amostras e/ou padrões 

diluídos previamente em solução padrão de diluição (0,05% de Tween 

20; 0,1% de BSA em PBS, pH 7,2) foram adicionados aos poços. As 

placas foram cobertas e novamente incubadas overnight. Após este 

período, os poços foram lavados e adicionados 100 μL dos anticorpos de 

detecção TNF-α, IL-1β e IL-6, previamente diluídos em solução padrão 
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de diluição. As placas foram incubadas por mais duas horas em 

temperatura ambiente. Os poços foram lavados e após o processo foi 

adicionado 100 μL do polímero esptreptavidina peroxidase e as placas 

foram cobertas por papel alumínio e incubadas durante 30 minutos. 

Após a incubação, os poços foram lavados cinco vezes com o tampão 

de lavagem e 100 μL da solução substrato 3,3’,5,5’ -tetrametilbenzidina 

foram adicionados, seguido de incubação por mais 30 minutos em 

temperatura ambiente. A reação foi interrompida com a adição de 50 μL 

de solução de ácido clorídrico 2N sobre os poços. Depois se observou 

uma coloração amarelada que é lida em espectrofotômetro, utilizando 

um comprimento de onda de 450 nm. 

 

3.9 MENSURAÇÃO DAS PROTEÍNAS TOTAIS 

 

A mensuração das proteínas totais foi determinada pelo método de 

Lowry (1951) e a albumina sérica bovina foi utilizada como padrão. 

Para a realização da técnica, utiliza-se 10 μL da amostra e é adicionado 

1 mL de Reativo C (Hidróxido de sódio 0,1 molar, carbonato de sódio 

2%, sulfato cúprico e tartarato de sódio/potássio). Logo após, foi 

adicionado Folin e a leitura foi feita em espectrofotômetro, em um 

comprimento de onda de 700nm.  

 

3.10 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os testes comportamentais foram avaliados através da média e o erro 

padrão da média, sendo a diferença entre os grupos calculados pela 

análise de variância (ANOVA) de duas vias, seguido do teste post hoc 

Tukey. O teste de anedonia foi avaliado pelo teste t de Student para 

amostras independentes. O SB foi avaliado através de análise de 

variância (ANOVA) de três vias, seguido do teste post hoc Tukey. 

Para as análises imunológicas e bioquímicas, os dados foram 

expressos em média e erro padrão da média, sendo a diferença entre os 

grupos analisada pela análise de variância (ANOVA) de duas vias, 

seguido pelo teste post hoc Newman-Keuls. A curva de sobrevivência 

foi avaliada pela mediana e porcentagem de sobrevivência utilizando o 

teste de Kaplan-Meier. A significância estatística foi considerada para 

valores de P < 0,05 em todas as análises.  

Os programas utilizados nas analises foram Statistical Package for the 

Social Science (SPSS) 20 e o GraphPad Prism 5. 
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4 RESULTADOS  

 

4.1 CONSUMO DE SACAROSE 

 

Antes da indução do modelo CLP foi realizado o teste de anedonia 

(figura 7) a fim de confirmar se os animais estavam estressados e 

apresentavam comportamento anedônico. Nesse experimento, os 

animais do grupo ECM, os quais foram aplicados o protocolo de 

estresse crônico, diminuíram o consumo de sacarose, comparados com 

os animais do grupo controle que não foi exposto ao ambiente 

estressante (F=1,007, df=74, P=0,009). 
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Figura 7 – Representação gráfica dos resultados do teste comportamental 

anedonia. O gráfico representa média e o ± EPM do consumo da sessão teste. 

As comparações foram realizadas utilizando o teste t de Student para amostras 

independentes, *P<0.05 vs. Controle. n = 50 animais por grupo.  

 

4.2 ANÁLISE DE SOBREVIVÊNCIA 

 

Conforme a figura 8, houve uma queda significativa da taxa de 

sobrevivência nos animais CLP, nos primeiros dias após a indução do 

processo inflamatório. Porém, no sexto dia, essa taxa se manteve 

constante (sem nenhuma morte). A taxa varia entre 20% a 40% de 

sobrevivência dos animais dos grupos Controle+CLP e ECM+CLP, 
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enquanto nos animais do grupo Controle+Sham, essa taxa varia de 90% 

a 100%, sugerindo que a sepse por si só gera um alto índice de 

mortalidade. 
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Figura 8 – Representação gráfica da curva de sobrevivência. Curva de 

sobrevivência de tempos de Kaplan-Meier após a indução da sepse. *P<0.05 vs. 

Controle+Sham. Os dados foram analisados para log-rank. 

 

4.3 SICKNESS BEHAVIOR  

 

Após a indução da sepse, foram avaliados, a cada 24 horas, o consumo 

de água (A), comida (B) e mensurado o peso corporal (C) dos animais, 

durante 8 dias após a indução da sepse (figura 9). No entanto, no SB não 

houve diferença estatisticamente significativa tanto nos animais sépticos 

quanto nos animais ECM. Sugere-se apenas uma tendência para 

diminuição do consumo de comida e do peso corporal nos animais dos 

grupos sépticos. 
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Figura 9 – Representação gráfica do teste de SB. O gráfico representa a media 

± EPM dos grupos em cada dia avaliado, em A mostra o consumo de água por 

mL; B consumo de comida em g; C o peso corporal dos animais. As 

comparações foram feitas por ANOVA de três vias, seguido pelo teste post hoc 

Tukey.  
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4.4 AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE LOCOMOTORA E 

EXPLORATÓRIA 

 

No teste de campo aberto (figura 10) observou-se uma diminuição da 

atividade locomotora (crossing) e exploratória (rearing) nos grupos 

Controle+CLP e ECM+CLP, comparados ao grupo Controle+Sham 

(F=4,609, df=33, P=0,039), (F=2,103, df=33, P=0,156), 

respectivamente. Como observado, os animais sépticos têm uma 

diminuição significativa nas atividades locomotora e exploratória, 

comparado ao grupo Controle+Sham. Porém, não foi observada 

diminuição significativa deste parâmetro no grupo Controle+ECM. 
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Figura 10 – Representação gráfica dos resultados do teste comportamental de 

atividade locomotora e exploratória. As barras representam a média ± EPM, 

calculados por ANOVA de duas vias seguido do post hoc de Tukey. *P<0.05 vs 

Controle+Sham. 

 

4.5 SPLASH TEST 

 

O splash test é um válido marcador de comportamento anedônico 

sendo usado em modelos de depressão. Nele foi avaliado o tempo de 

grooming, representado na figura 11. Observou-se uma diminuição 

desse tempo nos grupos Controle+CLP e ECM+Sham, comparados ao 

Controle+sham (F=12,193, df=30, P=0,001). Inesperadamente, animais 

que foram submetidos ao ECM e a sepse (grupo ECM+CLP) não 

apresentaram alterações significativas no tempo de grooming, quando 

comparados aos animais do grupo Controle+Sham. 



51 

0

10

20

30

40

50
Controle + Sham

Controle + CLP

ECM + Sham

ECM + CLP

*
*

T
e

m
p

o
 (

s)

 
Figura 11 - Representação gráfica do resultado do teste comportamental splash 

test. As barras representam a média ± EPM do tempo de grooming, calculados 

por ANOVA de duas vias seguido do post hoc de Tukey. *P<0.05 vs 

Controle+Sham. 

 

4.6 TESTE DE NADO FORÇADO 

 

No teste de nado forçado foram observados os parâmetros de tempo 

de imobilidade, nado e mergulho, como representado na figura 12. Ao 

analisar estatisticamente, observou-se que não houve diferença 

significativa entre os grupos em nenhum dos três parâmetros 

(Imobilidade: F=0,680, df=31, P=0,415; Nado: F=0,086, df=31, 

P=0,771; Escalada: F=3,299, df=35, P=0,077), sugerindo que tanto o 

ECM quanto a sepse, nesse experimento, não induziram alterações no 

teste de nado forcado.  
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Figura 12 -  Representação gráfica dos resultados do teste comportamental de 

nado forçado. As barras representam a média ± EPM do tempo de imobilidade, 

nado e mergulho, calculados por ANOVA de duas vias, seguido do post hoc de 

Tukey. *P<0.05 vs Controle+Sham. 
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4.7 AVALIAÇÃO DO DANO OXIDATIVO 

 
 O teste de TBARS demonstra a quantidade dos subprodutos 

da peroxidação lipídica. No presente estudo, foram observados os níveis 

de MDA no córtex frontal e hipocampo, conforme a figura 13.   

Observou-se um aumento dos níveis de TBARS no córtex frontal dos 

grupos Controle+CLP e ECM+CLP, comparados ao grupo 

Controle+Sham (F=0,013, df=23, P=0,906). No hipocampo, houve um 

aumento nos níveis de TBARS no grupo ECM+CLP, em comparação ao 

grupo Controle+Sham (F=0,034, df=21, P=0,855). Adicionalmente, não 

houve alteração significativa no grupo Controle+CLP, em relação ao 

grupo Controle+Sham. 
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Figura 13 - Representação gráfica dos resultados do teste TBARS. Níveis de 

TBARS por nmol/mg de proteínas nas estruturas cerebrais córtex frontal e 

hipocampo. As barras representam a média ± EPM, calculados por ANOVA de 

duas vias, seguido do post hoc de Newman-Keuls. *P<0.05 vs Controle+Sham. 

 

A medida do dano oxidativo em proteínas foi determinada pelo nível 

de formação de grupos carbonila. Esses grupos carbonila foram 

mensurados no tecido cerebral de córtex frontal e hipocampo, como 

mostra a figura 14. No córtex frontal, houve um aumento destes níveis 
nos grupos Controle+CLP, ECM+Sham e ECM+CLP, comparados ao 

grupo Controle+Sham (F=0,595, df=15, P=0,452). No hipocampo, 

houve um aumento dos níveis das proteínas carboniladas nos grupos 



53 

Controle+CLP e ECM+CLP, comparados com os animais do grupo 

Controle+Sham (F=0,038, df=13, P=0,542). 
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Figura 14 - Representação gráfica dos resultados do teste de carbonilação de 

proteínas. Níveis de proteínas carboniladas por nmol/mg de proteínas nas 

estruturas cerebrais de córtex frontal e hipocampo. As barras representam a 

média ± EPM, calculados por ANOVA de duas vias, seguido do post hoc de 

Newman-Keuls. *P<0.05 vs Controle+Sham. 

 

4.8 AVALIAÇÃO DO NÍVEL DE CITOCINA 

 

É sabido que a inflamação está relacionada com o comportamento 

depressivo e para melhor relacionar os resultados obtidos nos testes 

comportamentais e de dano oxidativo, foram avaliados os níveis de 

citocinas (TNF-α, IL-1β e a IL-6) nos tecidos cerebrais de córtex frontal 

e hipocampo. 

Os níveis de TNF-α estão representados na figura 15, que demostra 

um aumento no córtex frontal de animais dos grupos Control+CLP 

quando comparados ao grupo Controle+Sham (F=21,399, df=21, 

P=0,0001). No hipocampo, foi observado um aumento no grupo 

Controle+CLP, quando comparado ao grupo Controle+Sham (F=2,140, 

df=22, P=0,157). Em ambas as estruturas, se observou uma grande 

diminuição dos níveis de TNF-α no grupo ECM+CLP, quando 
comparado com o grupo Controle+CLP.   
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Figura 15 - Representação gráfica dos níveis de TNF-α. Níveis de TNF-α por 

pg/mL de proteínas nas estruturas de córtex frontal e hipocampo. As barras 

representam a média ± EPM, calculado por ANOVA de duas vias, seguido do 

post hoc de Newman-Keuls. *P<0.05 vs Controle+Sham e #P<0.05 vs 

Controle+CLP. 

 

A figura 16 representa os níveis de IL-1β observados em córtex 

frontal e hipocampo. Não houve alteração estatística significativa em 

córtex frontal, quando comparados como grupo Controle+Sham. Porém, 

vale ressaltar que houve uma diminuição dos níveis de IL-1β no grupo 

ECM+CLP quando comparado com o grupo Controle+CLP (F=5,098, 

df=21, P=0,034).  

No hipocampo, os níveis de IL-1β estavam aumentados no grupo 

Controle+CLP, comparado com o grupo Controle+Sham (F=3,385, 

df=20, P=0,080). Houve uma diminuição nos níveis de IL-1β no 

hipocampo dos animais do grupo ECM+CLP, quando comparado ao 

grupo Controle+CLP. 
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Figura 16 - Representação gráfica dos níveis de IL-1β. As barras representam a 

média ± EPM, calculado por ANOVA de duas vias, seguido do post hoc de 

Newman-Keuls. *P<0.05 vs Controle+Sham e #P<0.05 vs Controle+CLP. 

 

A figura 17 demonstra os níveis de IL-6, que em córtex frontal, 

observou-se um aumento destes níveis nos grupos Controle+CLP e 

ECM+Sham, em relação ao grupo Controle+Sham (F=13,344, df=23, 

P=0,001). No hipocampo, observou-se um aumento de IL-6 no grupo 

Controle+CLP, quando comparado ao grupo Controle+Sham (F=2,731, 

df=20, P=0,114). Porém, quando comparado o grupo ECM+CLP ao 

grupo Controle+CLP, houve uma diminuição dos níveis dessa citocina. 
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Figura 17 - Representação gráfica dos níveis de IL-6. Níveis de IL-6 por pg/mL 

de proteínas nas estruturas de córtex frontal e hipocampo. As barras 

representam a média ± EPM, calculado por ANOVA de duas vias, seguido do 

post hoc de Newman-Keuls. *P<0.05 vs Controle+Sham e #P<0.05 vs 

Controle+CLP 
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5 DISCUSSÃO 

 

O presente estudo teve a finalidade de avaliar o impacto do estresse 

crônico sobre parâmetros comportamentais e bioquímicos em ratos 

submetidos à sepse pelo modelo de CLP. Aqui foi demonstrado que o 

ECM reverteu o comportamento depressivo avaliado pelo splash test na 

sepse, e isso pode estar relacionado com uma diminuição nos níveis de 

citocinas cerebrais. 

Também foi observado que os animais submetidos ao protocolo de 

ECM apresentam comportamento anedônico, característico do 

transtorno depressivo. A literatura evidencia que a perda de interesse ou 

do prazer podem aumentar a vulnerabilidade para o desenvolvimento de 

sintomas depressivos (Davidson e Echeverry 2011; Liu et al., 2016).  

Estudo de Garcia e colaboradores (2009) demonstrou que ratos 

submetidos ao protocolo de ECM apresentaram uma redução da 

ingestão de alimentos doces, caracterizando um quadro de anedonia, 

corroborando os achados do presente estudo. Gamaro e colaboradores 

(2003) mostraram em seu estudo que ratos possuem preferência pela 

ingestão de sacarose, entretanto animais com ECM apresentam uma 

diminuição na sensibilidade à recompensa. De acordo com outros dados 

da literatura, os animais submetidos ao procedimento de ECM 

consomem menos alimentos doces que os animais não estressados 

(Chanlton et al., 2000; Angelo et al., 2008; Davidson e Echeverry, 

2011), sugerindo que a anedonia pode ser resultante de quadros 

estressantes.  

Há muitos circuitos neuronais e neuroquímicos envolvidos com a 

depressão e os aspectos neurocognitivos, um exemplo é o hipocampo, 

que está relacionado com a anedonia (Garcia et al., 2009). O 

comportamento anedônico está envolvido com alterações 

dopaminérgicas mesolímbico e mesostriatal com projeções, que, por sua 

vez, são influenciadas por variantes genéticas e estressores ambientais 

(Stein, 2008). Estudos demonstram uma diminuição da expressão de 

BDNF em estruturas límbicas, relacionando a atrofia dessas estruturas, 

incluindo o hipocampo e o córtex frontal, levando não só a anedonia, 

mas a sintomas depressivos, como a diminuição do peso e do consumo 

de alimentos (Duman e Monteggia, 2006; Castrén et al., 2007). O uso 

antagonistas dos receptores NMDA (AP-1, MK801 e cetamina) em 

modelos animais de estresse induziu uma reversão do comportamento 

anedônico, sugerindo ação direta sobre essas vias neuronais envolvidas 

com a saciedade (Jahng and Houpt 2001; Treece et al., 2008; Garcia et 

al., 2009; Liu et al., 2016).   
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Neste estudo, após a indução da sepse, foi realizado o SB, quando foi 

avaliado peso dos animais e consumo de água e comida. Apesar de não 

haver diferença estatística significativa entre os grupos, observou-se que 

nos dias iniciais após a sepse (1 a 4 dias) o consumo de comida e o peso 

dos animais estavam menores nos grupos sépticos (Controle+CLP e 

ECM+CLP). Acredita-se que as mudanças emocionais, como a 

exposição a situações estressantes, podem influenciar o comportamento 

alimentar. A exposição crônica a estressores pode alterar o peso corporal 

de ratos, conforme observaram Gamaro e colaboradores (2003). De 

acordo com estudo de Garcia e colaboradores (2009), ratos estressados 

possuem uma pequena diminuição no peso corporal. Entretanto, quando 

tratados com cetamina, há a “recuperação” do peso corporal, sugerindo 

que os receptores de NMDA podem estar modulando o comportamento 

alimentar no estresse.  

Nesse estudo, o grupo ECM+Sham manteve os valores de peso 

corporal e consumo de comida semelhantes ao grupo Controle+Sham, 

sugerindo que o mecanismo principal envolvido na pequena diminuição 

desses valores nos tempos iniciais seria a sepse (no grupo 

Controle+CLP) em conjunto com o ECM (no grupo ECM+CLP), visto 

que a sepse é uma inflamação descontrolada, com um grande aumento 

de citocinas pró-inflamatórias (IL-1α, IL-1β; IL-6 e TNF-α) que são 

produzidas por neutrófilos e monócitos ativados (Mina et al., 2013).  

No SNC, as citocinas podem estar relacionadas com dois caminhos 

principais: uma via neural (representados pelos neurônios aferentes) e a 

via humoral que envolve a produção de IL-1 por células fagocíticas na 

região circumventricular e plexo coroide (Konsman e Dantzer, 2002). A 

IL-1 produzida no SNC pode levar a redução do comportamento social e 

a diminuição do consumo de comida em modelos animais (Dantzer et al, 

2011). Estudos utilizando modelo de neuroinflamação com uso de LPS 

mostraram que a administração de IL-1β induziu a atividade dos 

componentes da reação de fase aguda, incluindo febre, ativação do eixo 

HPA e comportamento depressivo (Dowlati et al, 2010; Dantzer et al, 

2011). Porém, a IL-1β não é a única citocina envolvida nesse processo, 

pois a IL-6 está envolvida com a potencialização do comportamento 

depressivo causada pela IL-1β (Li et al, 2008;. Yirmiya et al, 2011; Liu 

et al, 2014). De fato, uma das primeiras manifestações cerebrais 

mediadas pelos quadros infecciosos, são pequenas alterações 

enquadradas no SB (Dantzer et al, 2002; 2011).  

A sepse, por ser uma doença infecciosa e causar danos em vários 

sistemas biológicos, possui um alto índice de mortalidade. Nesse estudo 

não foi diferente, os animais dos grupos sépticos tiveram uma maior 
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taxa de mortalidade, quando comparados aos grupos Sham. O ECM não 

produziu efeito significativo na taxa de sobrevivência dos animais. 

Corroborando esse achado, Michels e colaboradores (2015) 

demonstraram que a sepse desencadeia uma disfunção cerebral que está 

associada as elevadas taxas de mortalidade. No mesmo estudo, foi 

administrado anti-CD40 em ratos sépticos (CLP) e se observou que esse 

anticorpo leva a efeitos protetores, porém em doses altas (100 μg / kg), 

não foi capaz de melhorar a mortalidade. Um estudo recente utilizando 

modelo animal de sepse injetou um composto Anti-PD-L1, que eleva a 

atividade imunológica, inibindo a morte celular programada-1 em 

células imunes e foi demonstrado que este composto melhorou 

significativamente a sobrevivência dos animais sépticos (Shindo et al., 

2017) 

Sabe-se que a EAS leva a uma menor taxa de sobrevivência, tanto em 

modelos animais de sepse, quanto em pacientes. Associações têm sido 

realizadas para entender a relação entre EAS e a maior mortalidade 

(Tomasi et al., 2016; Singer et al., 2016). Uma relação estabelecida, em 

modelos animais, é a do dano oxidativo que ocorre nas células neuronais 

do SNC. Estas, em conjunto com outras disfunções, elevam a taxa de 

mortalidade, bem como induzem a disfunção cognitiva nos 

sobreviventes da sepse (Barichello et al., 2007; Steckert et al., 2013; 

Schwalm et al., 2014; Heneka, 2014; Mina et al., 2014). Como 

demonstrado em modelo animal, em humanos há uma alta taxa de 

mortalidade causada pela sepse, podendo estar relacionada a alguns 

fatores, como os aspectos da infecção (patógeno, lesão), sistema 

imunológico, presença de comorbidades (diabetes, hipertensão), 

histórico de saúde, metabolismo e as respostas fisiológicas a infecção, 

além de cuidados realizados pela equipe de saúde, diagnóstico e 

tratamento precoce (Young et al, 1990; Bolton, 1996; Dinarello, 2004; 

Silva et al., 2004; Singer et al., 2016). 

Estudo Singer e colaboradores (2016) mostraram que pacientes 

sobreviventes a uma disfunção da resposta inflamatória apresentam dano 

cognitivo e piora de algumas funções cerebrais. Outros estudos também 

mostraram que ratos sobreviventes a sepse apresentaram dano cognitivo 

em 10, 30 e 60 dias após a indução por CLP (Comim et al., 2007, 2008, 

2011; Semmler et al., 2008; d´Avila et al., 2008; Steckert et al., 2013; 

Biff et al., 2013). De fato, aqui foi demonstrado que animais submetidos 

ao protocolo de estresse crônico (40 dias) e 10 dias após a indução de 

sepse por CLP apresentam uma diminuição da atividade locomotora 

(crossing) e exploratória (rearing) nos grupos Controle+CLP e 

ECM+CLP, quando comparados ao grupo Controle+Sham.  
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Corroborando este estudo, Comim e colaboradores em 2008 e em 

2011 demonstraram alterações locomotoras e exploratórias em animas 

CLP, justificando essas alterações com o desenvolvimento do processo 

inflamatório e o dano oxidativo, ocasionando alterações no SNC, 

levando a um comprometimento dessa atividade. Barichello e 

colaboradores (2005, 2007) demonstram em seus estudos que as 

alterações comportamentais podem ser derivadas das disfunções que a 

sepse gera no SNC, tais como a quebra da BHE, disfunção na cadeia 

respiratória mitocondrial, aumento de ERO, e o aumento dos níveis de 

citocinas. O uso de inibidores de metaloproteiniase 2 e 9 (enzimas 

reguladoras da BHE envolvidas na resposta inflamatória) em modelo 

animal de CLP mostrou um padrão locomotor e exploratório semelhante 

aos animais controle, além de apresentarem uma preservação da 

memória de habituação (Dal-Pizzol et al., 2013).  

No presente estudo, no teste de campo aberto, não foi observada 

diminuição significativa da atividade locomotora e exploratória no 

grupo controle ECM, sugerindo que o ECM não afetou 

significativamente esse parâmetro comportamental. Corroborando estes 

achados, Liang e colaboradores (2008), utilizando modelos animais de 

ECM induzido por fatores ambientais, demonstraram que não houve 

alteração significativa na atividade locomotora e exploratória dos 

animais estressados, quando comparados aos animais do grupo não 

estressado. Neste mesmo estudo foi realizado o teste de natação forçada, 

que mostrou uma diminuição do tempo de imobilidade dos animais 

quando tratados com antidepressivos (Clomipramina), em relação aos 

animais controles estressados.  

No teste de nado forçado, o animal apresenta um comportamento de 

luta, caracterizado por vigorosa atividade. Esta, após alguns minutos 

diminui até que os animais passam a fazer somente os movimentos 

necessários para manter a cabeça fora da água (Porsolt et al., 1977). 

Devido ao exercício físico e ao componente emocional, relacionado à 

impossibilidade de fuga para o animal, o teste de nado forçado também 

é usado em estudos sobre a fisiologia do estresse, como um potente 

agente estressor (Tanno et al., 2002). A movimentação do animal na 

água está correlacionada com suas chances de sobrevivência. Assim, a 

diminuição da atividade, caracterizada pela imobilidade, representaria 

uma resposta adaptativa, no modelo de estresse por natação (Porsolt et 

al., 1977; McEWEN et al., 2000). Neste estudo, foram observados três 

parâmetros no teste de nado forçado, porém não houve diferença 

significativa entre os grupos, sugerindo que o ECM não gerou alterações 

no teste de nado forçado, igualmente para a sepse, que não influenciou 
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nesse teste, ou seja, os animais desenvolveram uma resposta adaptativa 

ao ambiente inserido.  

Uma das tarefas de comportamento mais utilizadas para avaliar o 

comportamento depressivo é o splash test.  Este teste possui o intuito de 

avaliar o autocuidado e o comportamento motivacional (Willner et al., 

2005). Com o borrifamento da solução de sacarose, é possível 

correlacionar a frequência e o tempo de grooming, que pode ser 

expresso como uma medida indireta do consumo de sacarose que no 

ECM pode estar alterado (Willner, 2005).  

Animais submetidos ao ECM tem uma diminuição da quantidade de 

grooming, quando comparados aos animais não estressados. Piato e 

colaboradores (2008) observaram que o uso de substância antidepressiva 

(Marapuama) reverte a diminuição na quantidade de grooming causado 

pelo estresse. Algumas evidências têm mostrado que o grooming é um 

comportamento “auto-facilitado”, pois o animal pode alterar o tempo e a 

quantidade, sendo que o primeiro grooming funciona como um estímulo 

para os próximos (Spruijt, et al., 1992; Komorowska e Pisula, 2003; 

Schulz et al., 2007). Este movimento pode ser induzido nos modelos 

animais através da administração de ACTH (no núcleo paraventricular 

hipotalâmico) ou ainda, a administração de oxitocina, substancia p e o 

fator de liberação de corticotrofinas (Spruijt, et al., 1992).  

Spruijt e colaboradores (1992) mostram em seu estudo as razões pelas 

quais um episódio de grooming (tempo, tipo, quantidade do movimento) 

são importantes em modelos animais de estresse e ansiedade, 

considerando ele como um estilo de coping comportamental, pois o 

mesmo foi sugerido como indicador da habituação ou redução de 

excitação em resposta a algo novo (Komorowska e Pisula, 2003). Em 

modelos animais foi observado o aumento de grooming com o uso de 

agonista GABA, e redução de grooming com o uso de antagonista 

GABA, sendo assim sugerido que o sistema gabaérgico está envolvido 

nessa resposta (Osborne et al., 1993). Um estudo de Schulz e 

colaboradores (2007) demonstrou que o tratamento crônico com um 

antidepressivo (inibidor seletivo de recaptação de serotonina -  

fluoxetina) leva ao aumento do tempo de grooming, quando comparados 

ao grupo controle. 

O ECM em modelos animais pode levar a uma diminuição desse 

parâmetro, pois uma das características do estresse é a redução da 

excitação (Ollmayr e Henn, 2003; Maxime et al,2007; Schulz et al., 

2007; Bagot et al., 2014). No presente estudo, como esperado, observou-

se uma diminuição no tempo de grooming nos grupos Controle+CLP e 

ECM+Sham. Curiosamente, os animais que foram estressados pelo 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014299913008029#bib41
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014299913008029#bib41
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ECM mostraram uma melhora no tempo de grooming quando 

submetidos a CLP, sugerindo que o ECM induziu um pré-

condicionamento a um estressor agudo adicional (sepse). 

Além disso, Estudos demonstram que o envolvimento de estresse 

oxidativo e da inflamação no SNC é um passo importante para o 

desenvolvimento de encefalopatia séptica. Além disso, esses dois 

mecanismos estão associados aos déficits de comportamento a longo 

prazo apresentado por modelos animais de sepse (Mina et al., 2014; 

Schwalm et al., 2014; Hernandes et al., 2014). Atualmente, busca-se 

entender se a inflamação no SNC e danos oxidativos são consequência 

da inflamação sistêmica ou se eles são conduzidos pelas células da 

microglia ou astrócitos (Michels et al., 2014).  

O cérebro é rico em ácidos graxos polinsaturados e tem um 

mecanismo de defesa antioxidante pobre, sendo assim particularmente 

sensível aos danos oxidativos (Manoli et al., 2000). Os efeitos da ECM 

sobre o estresse oxidativo do cérebro demonstraram ser diversos de 

acordo com a região do cérebro (Manoli et al., 2000; Madrigal et al., 

2006). A sepse também aumentou o dano oxidativo nos tecidos 

cerebrais, mas aqui não foram observados efeitos significativos da ECM 

sobre a lesão oxidativa do cérebro induzida pela sepse. Foi observado 

apenas um pequeno aumento dos níveis de TBARS no hipocampo, 

sugerindo que a modulação do dano oxidativo do cérebro não é 

responsável para o efeito protetor observado na avaliação do tempo de 

grooming.  

Semmler e colaboradores (2008) e d´Avila e colaboradores (2008), 

demonstraram que na sepse os animais apresentaram alterações no 

metabolismo energético cerebral, principalmente alterações nos 

complexos mitocondriais, que por vez, essas alterações podem levar a 

produção de ERO. A inflamação também é geradora de ERO, pois as 

células do sistema imune produzem NO e o ácido hipocloroso (HOCL), 

que é um agente microbiano, que pode interagir e formar a radical 

hidroxila (OH), que é uma espécie danosa ao organismo. As ERO 

produzidas no SNC podem levar a morte neuronal, principalmente 

porque elas podem gerar um estado de lipoperoxidação, gerando 

hidrocarbonetos, aldeídos e outros produtos altamente citotóxicos, que 

por sua vez, geram a perda do controle da permeabilidade da membrana 

celular. Além da peroxidacao lipídica, os radicais livres podem oxidar 

aminoácidos, resultando na formação de grupos carbonilas, tióis 

oxidados, entre outras modificações que alteram a função e a estrutura 

normal da proteína (Papadopoulos et al., 2000; Semmler et al., 2005; 

Barichello et al., 2007; Steckert et al., 2014).  
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Corroborando os achados desse estudo, foi observado que o dano 

oxidativo cerebral ocorre em tempos iniciais da sepse. Estas alterações 

oxidativas persistem por até 10 dias após a indução da sepse (Comim et 

al., 2011). Porém, em um estudo recente foi observado que houve um 

aumento nos níveis de TBARS em córtex frontal após 30 dias da 

indução de sepse por CLP e ainda, um aumento da quantidade de grupos 

carbonila no estriado após 30 e 60 dias da indução da sepse (Steckert et 

al., 2013). Além disso, Barichello et al. (2007) com modelos animais de 

sepse demonstrou aumento dos níveis de TBARS e grupamentos 

carbonila em hipocampo, que foi revertido com o uso de tratamento 

antioxidante. Consequentemente, os animais tiveram uma melhora na 

memória de habituação, tal como no teste de esquiva inibitória 

(memória aversiva), relacionando a terapia antioxidante (n-acetilcisteina 

+ deferroxamina) na melhora do dano cognitivo após 10 dias da sepse.  

Em diferentes situações estressantes, uma resposta fisiológica comum 

é o aumento da taxa metabólica, o que leva ao aumento da geração de 

produtos de oxidação e consequente desequilíbrio entre as ERO e as 

defesas antioxidantes (Zhang et al., 2009). Em animais submetidos ao 

ECM vem sendo apontada a diminuição nas defesas antioxidantes tanto 

enzimáticas quanto as não enzimáticas, em tecidos cerebrais (córtex e 

hipocampo) (Boufleur et al., 2012). Adicionalmente, um aumento da 

oxidação de proteínas no córtex frontal, hipocampo, estriado e córtex; na 

peroxidação lipídica no cerebelo e estriado; na atividade da catalase no 

cerebelo, hipocampo, estriado, córtex; e uma diminuição da atividade da 

superóxido dismutase no córtex frontal, hipocampo, estriado e córtex 

após a indução do protocolo de ECM (40 dias) foram observados no 

estudo de Lucas e colaboradores (2009). Nesse estudo, o grupo 

ECM+Sham apenas apresentou um aumento significativo na 

carbonilação de proteínas, quando comparado ao grupo Controle+Sham. 

Paralelamente foi observado um aumento nos níveis tanto de TBARS 

quanto da carbonilação de proteínas no grupo ECM+CLP, sugerindo 

que a sepse pode induzir ao dano oxidativo, que pode ser elevado em 

conjunto com o ECM.  

 Quando avaliado o dano oxidativo, observou-se que este não 

consegue responder ao efeito protetor gerado no splash test. Então, foi 

realizada a dosagem das citocinas pró-inflamatórias. Bauhofer e 

colaboradores (2004) e Cauvi e colaboradores (2012) relatam que o 

TNF-α e a IL-1β parecem mediar a maioria dos distúrbios fisiológicos 

que ocorrem na sepse e a IL-6 pode intensificar a resposta inflamatória, 

e ainda exercer um papel no reparo tecidual (propriedades pró e 

antiinflamatórias) e regular a produção de TNF-α e IL-1β. No presente 
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estudo, foi observado que os níveis de TNF-α e IL-6 aumentaram no 

grupo Controle+CLP, em comparação ao grupo Controle+Sham, tanto 

no córtex frontal como no hipocampo. Os níveis de IL-1 foram 

aumentados apenas no hipocampo após a sepse. De modo geral, o ECM 

diminuiu significativamente os níveis de citocinas em animais sépticos, 

em comparação com ratos sépticos não estressados. 

 Os níveis de TNF-α, IL-1β e IL-6 estão significativamente 

aumentados no fluido cerebroespinhal de crianças com encefalopatia, 

além de estarem relacionados aos danos cognitivos e aos efeitos 

deletérios sobre o tecido cerebral (Oberholzer et al., 2011). Em modelos 

animais, os níveis de citocinas (TNF-α, IL-1β, IL-6) estão aumentados 

em tecido cerebral de ratos em 6, 12 e 24 horas após a indução de sepse 

por CLP (Comim et al., 2011; Mina et al., 2014). Em um estudo foi 

utilizado o inibidor de IL-1β, em animais CLP, e foi observado uma 

reversão do déficit cognitivo apresentado por animais sépticos (10 dias 

após a sepse e o uso do inibidor) nos teste de campo aberto e de esquiva 

inibitória (Mina et al., 2014). Utilizando o modelo animal de sepse, 

também foi observado que os níveis de citocinas (IL-6 e TNF-α   podem 

ficar aumentados 30 e 60 dias respectivamente, após a indução da sepse, 

no líquor dos animais, conforme o estudo de Steckert e colaboradores 

(2013). Esses achados sugerem que além do dano oxidativo, as 

alterações nos níveis das citocinas produzidas perifericamente em 

resposta a uma infecção podem agir sobre o cérebro, principalmente em 

sintomas comportamentais relacionados à sepse (Dantzer et al., 2008). 

A ativação do sistema imunológico durante o curso clínico da sepse 

está associada com mudanças fisiológicas e comportamentais que são 

importantes para a homeostase e sobrevivência (Capuron et al., 2011; 

Shivasharan et al., 2013). Os vários estressores podem afetar 

diretamente as células do sistema imunológico e modular a liberação de 

citocinas inflamatórias (Maes et al., 2012). Assim, neste estudo, o ECM 

protegeu o cérebro (hipocampo e córtex frontal) do aumento 

inicialmente esperado dos níveis das citocinas pró-inflamatórias -  que é 

visto na sepse -, sugerindo que este é um dos mecanismos que explicam 

o efeito protetor do ECM sobre o comportamento depressivo observado 

no grupo ECM+CLP.  

Além disso, o estresse pode ter produzido a ativação de vários 

sistemas fisiológicos, incluindo o eixo HPA, SNA e o imune, sendo que 

a magnitude desta resposta fisiológica ao estresse pode gerar uma 

adaptação fisiológica do organismo (Davidson e Echeverry 2011; Liu et 

al., 2016). Adicionalmente, tomando o exemplo do pré-condicionamento 

isquêmico, onde os astrócitos pré-condicionados produzem fatores 
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tróficos e anti-inflamatórios que contribuem para a neuroproteção 

(Pablos et al., 2006), o pré-condicionamento poderia ser alcançado 

usando um pré-tratamento de LPS em um modelo de isquemia cerebral 

(Wang et al., 2015). A partir dessa analogia, é possível que ECM possa 

preparar os animais para lidar com estresse adicional que, neste estudo, 

foi a sepse. 

Algumas limitações devem ser apontadas neste estudo. Em primeiro 

lugar, não é possível determinar se qualquer estresse crônico pode 

exercer efeito protetor para um estresse sistêmico agudo como a sepse. 

Ou se há um efeito "dependente da dose", onde o estresse crônico pode 

ser adaptativo. Em segundo lugar, necessita-se de uma maior exploração 

das vias inflamatórias para melhor entender as possíveis interações 

moleculares entre ECM e a sepse. 
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6 CONCLUSÃO 

 

Os dados do presente estudo sugerem que um estresse anterior 

causado pela indução da ECM pode diminuir a inflamação cerebral e ao 

comportamento depressivo de longo prazo induzido pela sepse grave. 

Porém, mais estudos são necessários para compreender essa resposta 

gerada pelo ECM na sepse. 
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