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RESUMO

O delirium é uma sindrome neuropsiquiatrica aguda, caracterizada por alteragdo da consciéncia
e da atencdo, acompanhada de prejuizo em dominios cognitivos, como memoria, linguagem e
percepcdo. O risco de desenvolvimento do delirium ¢ determinado por fatores predisponentes
e fatores precipitantes, como lesdes agudas, cirurgias, traumas ou uso de determinadas
substancias. A prevaléncia de delirium em adultos internados em UTI ¢ alta, chegando a
aproximadamente 36% e € o fator de risco mais consistente para déficits cognitivos prolongados
em pacientes criticos. Diversos mecanismos celulares e moleculares t€ém sido implicados na
fisiopatologia do delirium, incluindo neuroinflamagdo e comprometimento da barreira
hematoencefalica. Apesar de sua importancia, o delirium n3ao é bem compreendido e ¢
amplamente subdiagnosticado. A fisiopatologia do delirium permanece pouco compreendida e
ndo existem biomarcadores que sirvam como indicadores diagndsticos ou alvos terapéuticos.
Sendo assim, o aprimoramento de modelos animais visando um estudo mais aprofundado da
condi¢do ¢ de extrema relevancia. Modelos animais pré-clinicos que sobrepdem inflamagado
sisttmica a um contexto de envelhecimento ou deméncia tém potencial para serem
extremamente uteis na testagem de hipoteses mecanisticas sobre a fisiopatologia do delirium.
Levando em consideracao estes pontos, o objetivo desta pesquisa foi avaliar a incorporacao de
um ambiente semelhante ao de uma UTI na severidade, alteragdes comportamentais e
neuroquimicas similares ao delirium em modelo animal de cirurgia estéril combinada com
anestesia e sepse induzida por ligadura e perfuracdo cecal. Ratos Wistar machos (60 dias de
idade) foram submetidos a laparotomia estéril mais propofol ou sepse induzida por ligadura e
pungdo cecal, com ou sem exposi¢do a um ambiente semelhante ao de UTI (12 h em exposicao
a uma luz de 33 W, sons de 90 dB e vibracdo da gaiola por 1 min a cada 20 min). Testes
comportamentais (campo aberto e labirinto em Y) foram realizados em 0, 12, 24 e 36 h,
juntamente com avaliagdes de espécies reativas de oxigénio, marcadores inflamatorios,
neurotransmissores e incidéncia/gravidade do delirium ap6s 36 h da indugcdo dos modelos.
Encontrou-se que o ambiente semelhante a UTI exacerbou déficits comportamentais
consistentes com o delirium humano e aumentou sua gravidade. Observou-se elevacoes de IL-
6 (hipocampo, cortex e plasma na laparotomia; hipocampo na sepse) e IL-1B (cortex na
laparotomia), juntamente com desequilibrio aminérgico/excitatorio (dopamina e noradrenalina
na sepse e glutamato na laparotomia). O ambiente semelhante & UTI agravou as alteragdes
comportamentais € neuroquimicas na cirurgia mais anestesia € na sepse, reforcando seu valor
para aumentar a validade do modelo.

Palavras-chave: Modelo de Delirium, Validacdo, Neurotransmissores, Marcadores

Inflamatoérios, Déficits Cognitivos.



ABSTRACT

Delirium is an acute neuropsychiatric syndrome characterized by altered consciousness and
attention, accompanied by impairment in cognitive domains such as memory, language, and
perception. The risk of developing delirium is determined by predisposing and precipitating
factors, such as acute injuries, surgeries, trauma, or the use of certain substances. The
prevalence of delirtum among adults admitted to the ICU is high, reaching approximately 36%,
and it is the most consistent risk factor for prolonged cognitive deficits in critically injured
patients. Several cellular and molecular mechanisms have been implicated in the
pathophysiology of delirium, including neuroinflammation and impairment of the blood-brain
barrier. Despite its importance, delirium is not well understood and is widely underdiagnosed.
The pathophysiology of delirium remains poorly understood, and there are no biomarkers that
serve as diagnostic indicators or therapeutic targets. Therefore, the refinement of animal models
aimed at a more in-depth study of the condition is of extreme importance. Preclinical animal
models that superimpose systemic inflammation upon a context of aging or dementia have the
potential to be extremely useful in testing mechanistic hypotheses regarding the
pathophysiology of delirium. Taking these points into consideration, the objective of this
research was to evaluate the incorporation of an ICU-like environment on the severity,
behavioral and neurochemical changes like delirium in an animal model of sterile surgery
combined with anesthesia and sepsis induced by cecal ligation and perforation. Male Wistar
rats (60 days old) underwent sterile laparotomy plus propofol or sepsis induced by cecal ligation
and puncture, with or without exposure to an ICU-like environment (12 h of exposure to a 33
W light, 90 dB sounds, and cage vibration for 1 min every 20 min). Behavioral tests (open field
and Y-maze) were performed at 0, 12, 24, and 36 h, along with assessments of reactive oxygen
species, inflammatory markers, neurotransmitters, and the incidence/severity of delirium 36 h
after model induction. It was found that the ICU-like environment exacerbated behavioral
deficits consistent with human delirium and increased its severity. We observed elevations in
IL-6 (hippocampus, cortex, and plasma in the laparotomy group; hippocampus in the sepsis
group) and IL-1B (cortex in the laparotomy group), along with an aminergic/excitatory
imbalance (dopamine and norepinephrine in the sepsis group and glutamate in the laparotomy
group). The ICU-like environment exacerbated behavioral and neurochemical changes in
surgery plus anesthesia and in sepsis, reinforcing its value in enhancing the model’s validity

Keywords: Delirium Model, Validation, Neurotransmitters, Inflammatory Markers, Cognitive

Deficits.
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1. INTRODUCAO

1.1 DELIRIUM

Os distirbios neurocognitivos perioperatorios, incluindo o delirium pds-operatorio
(DPO), sdo caracterizados por uma série de comprometimentos cognitivos, como perda de
memoria, dificuldades de concentracdo e comprometimento da funcdo executiva, que podem
surgir apos procedimentos cirurgicos. A patogénese ¢ complexa e pode envolver
neuroinflamagdo pos-operatdria, estresse oxidativo, disfuncao da autofagia e comprometimento
da funcdo sinaptica (Zhang et al., 2026). O DPO estd relacionado ao aumento do tempo de
internagao hospitalar, alta para cuidados de longa duragdo, mortalidade e maiores custos e
ineficiéncia do sistema de saude (Xiang et al., 2023).

O delirium ¢ uma sindrome neuropsiquiatrica aguda, caracterizada por alteracdo da
consciéncia e da atencdo, acompanhada de prejuizo em outros dominios cognitivos, como
memoria, linguagem e percepgao (Fick et al., 2017; Wilson et al., 2020). Sua manifestacao
clinica ¢ variavel, podendo ir desde rebaixamento do nivel de consciéncia até hipervigilancia e
agitacdo (Williams; Dhesi; Partridge, 2020). Trata-se de uma condi¢do multifatorial,
frequentemente associada a sofrimento significativo para pacientes e cuidadores (Keenan; Jain,
2022).

A incidéncia de DPO relatada chega a 50%—-70% em populacdes de alto risco
(Xiang et al., 2023). O delirium pode ocorrer em qualquer idade, mas ¢ mais frequente em
idosos devido a sua maior vulnerabilidade. A prevaléncia e a incidéncia do delirium em
pacientes idosos internados em enfermarias clinicas ¢ de 23,6% e de 13,5%, respectivamente
(Wu et al., 2025). A incidéncia do delirium ¢ dinamica, e fatores como cirurgia podem alterar
os valores. Por exemplo, a incidéncia DPO em idosos, esta correlacionada ao tipo de cirurgia,
variando de 10 a 32% (cirurgias ortopédicas 20%, vasculares 14%, coluna vertebral 13%,
cardiacas 32%, colorretais 14%, abdominais 30%, uroldgicas 10% e mistas 26%) (Igwe et al.,
2023). A prevaléncia de delirium em adultos internados em UTI € de 35,7% (Leong et al., 2025)
e ¢ o fator de risco mais consistente para déficits cognitivos prolongados em pacientes criticos
(Girard et al., 2010; Wilcox; Girard; Hough, 2021).

O risco de desenvolvimento do delirium ¢ determinado por fatores predisponentes
— relacionados ao historico clinico do paciente — e fatores precipitantes, como lesdes agudas,
traumas ou uso de determinadas substancias (Wilson ef al., 2020). Entre os principais fatores

de risco estdo hipoglicemia, hipotensdo arterial, hipoxemia/hipercapnia, sepse, distirbios
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hidroeletroliticos (como hipo/hipernatremia), além da interrup¢do ou alteracdo de
medicamentos psicoativos (Stollings et al., 2021). Além disso, outros fatores de risco que
contribuem para o desenvolvimento de delirium incluem idade avancada, fragilidade, uso de
contencao fisica durante a hospitalizacdo, historico de quedas prévias, doenca grave e
comprometimento cognitivo (Ormseth et al., 2023). Ja o nivel de escolaridade tem-se mostrado
como um fator de prote¢do contra o delirium (Ormseth et al., 2023). Os 20 fatores de risco

clinicamente mais relevantes associados ao surgimento do delirium, estdo demostrados na

tabela 1.

Tabela 1 — Fatores de riscos mais relevantes para o desenvolvimento do delirium.

Fatores de risco

Exemplos

Anormalidades eletroliticas e
desequilibrio hidrico

Disturbios e lesdes neuroldgicas

Deficiéncias (nutricionais)

Idade e sexo

Funcionamento cognitivo

Estados de intoxicacdo e abstinéncia

aguda por substancias

Trauma

Endocrinopatias

Transtornos comportamentais-
psiquiatricos

Uso de medicamentos e outras

sindromes toxicas

Estados de anemia, anoxia, hipdxia e
baixa perfusdo/oxigenagio

Infecgdes

Disttrbios eletroliticos; hipovolemia; hipervolemia.

Todas as doengas neurologicas (por exemplo, neoplasias do sistema

nervoso central, acidente vascular cerebral, hemorragia
intracraniana, meningite).
Deficiéncias nutricionais (por exemplo, desnutrigdo, baixa

proteina/albumina sérica, baixa ingestdo caldrica, distirbios de ma
absorg¢do (por exemplo, doenga celiaca) e hipovitaminose.

Idade (>65 anos) e sexo (m > f).

D¢éficits cognitivos basais. A presenca de deméncia mais que dobra
o risco de delirium pos-operatorio.

Intoxicagdo aguda por substéncias ilicitas e estados de abstinéncia,
particularmente sindromes de abstinéncia de agentes depressores do
Sistema Nervoso Central.

Traumatismos e lesdes fisicas, insola¢do, hipertermia e hipotermia,
queimaduras graves, procedimentos cirurgicos.

Disturbios  enddcrinos, uso de corticosteroides exdgeno,
hiperglicemia/hipoglicemia.

Depressdo, esquizofrenia e transtorno bipolar.

Diversos agentes farmacoldgicos sdo altamente delirantes. Entre os
mais comuns estdo os sedativos hipnoticos (p. ex., agentes
GABA¢érgicos, como benzodiazepinicos, barbitiricos e propofol).
Qualquer condi¢do que possa contribuir para a diminui¢do da
oxigenagao.

Pneumonia, infec¢des do trato urinario, sepse, infec¢des virais,

encefalite, meningite, malaria, abscesso cerebral e HIV/AIDS.
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Estimulos nocivos (dor) Tanto a dor quanto os medicamentos usados para o tratamento da
dor.
Faléncia (de 6rgao) A faléncia de 6rgdos terminais (por exemplo, insuficiéncia hepatica,

cardiaca e renal).

Pontuagdo Apache (gravidade da Aumenta drasticamente para cada ponto adicional na escala de

doenca) gravidade da doenca Acute Physiology and Chronic Health
Evaluation 11

Isolamento e privagao sensorial Isolamento social, diminuigdo da estimulagao intelectual.

Luz, sono e ritmo circadiano Privagdo de sono, distirbios do sono e distirbios do ciclo sono-
vigilia.

Uremia e outros disturbios metabdlicos  Distarbios metabolicos: acidose, alcalose e etc.

Restri¢des e imobilidade O uso de contengdo fisica e outras tecnologias de imobilizagdo
externa (por exemplo, tubos endotraqueais).

Delirium de emergéncia Recuperagdo da sedagdo, coma ou paralisia induzidas por

medicamentos.

Fonte: Adaptado de Maldonado (2018).

Diversos mecanismos celulares e moleculares tém sido implicados na fisiopatologia
do delirium, incluindo neuroinflamacdo, comprometimento da barreira hematoencefalica
(BHE), alteragdes associadas ao envelhecimento e a doengas neurodegenerativas relacionadas
a idade (Smith et al., 2024). O delirium ¢ uma forma potencialmente grave de encefalopatia
aguda, com alteracdes flutuantes na atencao e cognigcao (Dal-Pizzol et al., 2024). Destaca-se a
inflamagdo cerebral, com ativagdo da microglia como processo central da sua fisiopatologia
(Dal-Pizzol et al., 2024), assim como a disfun¢do colinérgica hipocampal como um dos
principais desencadeantes (Wilson et al., 2020). Altera¢cdes noradrenérgicas e excesso de
dopamina também estao associados ao delirium, tanto nas formas hiperativas quanto hipoativas
(Hollinger et al., 2015; Inouye; Ferrucci, 2006). O desequilibrio dopaminérgico pode gerar
sintomas como agitagdo, alteragdes de humor e prejuizos na atencao, reforgando a importancia
do manejo adequado dos fatores que afetam esses neurotransmissores (Inouye; Ferrucci, 2006;
Safavynia; Goldstein, 2018).

Embora ainda n3o completamente esclarecida, a fisiopatologia dos déficits
cognitivos de longo prazo sugere que a resposta inflamatoéria inicial associada ao delirium pode
levar a ativacdo das células microgliais, contribuindo para um estado crénico de
neuroinflamag¢do e neurotoxicidade, o que ajuda a explicar os danos cognitivos persistentes
observados (Sweis; Ortiz; Biller, 2016; Tauber et al., 2021; Tsuruta; Oda, 2016; Wilcox;
Girard; Hough, 2021).
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O diagnoéstico de delirium baseia-se na avaliagdo clinica e, embora varios

biomarcadores nao especificos tenham sido associados ao delirium e aos estados clinicos

concomitantes, nenhum foi especificamente validado como diagnostico ou alvo terapéutico em

seres humanos (Smith et al., 2024). A tabela 2 traz as interleucinas (IL) e outras citocinas, assim

como proteinas que sdo associadas ao delirium.

Tabela 2 — Biomarcadores envolvidos na fisiopatologia do delirium.

Biomarcador

Associacdo com delirium

IL-6

IL-8

PCR (proteina C-reativa)
IGF (fator de crescimento
semelhante a insulina)

TNF-a (fator de necrose

tumoral alfa)
IL-10
S100B (proteina B de

ligagdo ao calcio S100)

NSE (enolase especifica de

neuronios)

NFL (neurofilamento leve)

Envolvida em vias neuroinflamatorias.

Ativa e recruta neutréfilos para o local da infecgdo; a IL-8 pré-operatoria pode prever

um risco pds-operatério aumentado.

Reagente de fase aguda que indica inflamagao sistémica; valores mais altos predizem

maior risco de delirium subsequente.

Protege os neurdnios da apoptose induzida por citocinas; niveis baixos estdo

associados a maior risco de delirium em idosos hospitalizados.

Citocina pleiotropica envolvida em processos homeostaticos da imunidade; valores

mais elevados associados ao delirium no dia seguinte em pacientes criticos.
Inibe a expressdo de varias citocinas pro-inflamatorias.

Proteina multifuncional expressa por células da glia; valores mais altos estdo

associados a um delirium mais prolongado durante doencas criticas.

Enzima citosolica de neurdnios e células neuroendodcrinas, e marcador sanguineo
periférico de lesdo neuronal; niveis plasmaticos mais elevados na admissao

associados a maior risco de delirium na UTI.

Proteina citoesquelética especifica de neurdnios; maior aumento plasmatico

associado a maior risco de delirium pos-operatorio.

Fonte: Adaptado de Smith ez al. (2024).

Apesar de sua importancia, o delirium ndo ¢ bem compreendido e ¢ amplamente

subdiagnosticado. Os avangos fundamentais no diagnoéstico e tratamento do delirium estdao

atrasados. A fisiopatologia do delirium permanece pouco compreendida e ndo existem

biomarcadores que sirvam como indicadores diagndsticos ou alvos terapéuticos. Embora o

numero de medidas para triagem e diagnostico de delirium tenha aumentado na ultima década,

a proporcao de pacientes com delirium nao diagnosticado permanece alta (Fick et al., 2017).
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Sendo assim, o aprimoramento de modelos animais visando um estudo mais aprofundado da
doenca ¢ de extrema relevancia. Modelos animais pré-clinicos que sobrepdem inflamagado
sisttmica a um contexto de envelhecimento ou deméncia tém potencial para serem
extremamente Uteis na testagem de hipdteses mecanisticas sobre a fisiopatologia do delirium,
seus efeitos a longo prazo na progressdo da doencga subjacente e na avaliagdo da responsividade
a intervengdes farmacologicas (Schreuder ef al., 2017).

Dentre estes modelos que levam a uma inflamagao sist€émica em diferentes niveis,
temos a sepse, como um modelo de alta inflagdo com um curso inflamatério mais prolongado
(Seemann; Zohles; Lupp, 2017) e a laparotomia combinada com anestesia, onde niveis elevados
de citocinas inflamatorias no cortex frontal (IL-1B, IL-6 e TNF-a)) e hipocampo (IL-1P e IL-8)

sao encontrados (Huang et al., 2018)

1.2 SEPSE

A sepse ¢ um importante problema de satude global, caracterizada por uma resposta
desregulada do hospedeiro a uma determinada infec¢ao causada por bactérias, virus, fungos ou
parasitas, levando a inflamacao sistémica e a faléncia de multiplos 6rgaos, sendo um importante
problema de satde global, apesar dos avangos cientificos em sua compreensdo e gestdo
fisiopatologica (Miranda ef al., 2022; Rudd et al., 2020).

Em 2017, estimou-se que 48,9 milhdes de novos casos de sepse foram registrados
em todo o mundo, e 11 milhdes de obitos relacionados a sepse foram relatados, representando
19,7% de todas as mortes globais (Rudd et al., 2020). No Brasil em 2025, de acordo com o
Instituto Latino-Americano de Sepse (ILAS), a taxa de letalidade de pacientes diagnosticados
com sepse foi de 22,4% e com choque séptico de 52,1%, somando pacientes atendidos tanto
em hospitais publicos e privados (ILAS, 2025). A letalidade do choque séptico ¢
consideravelmente maior pois trata-se de uma forma de sepse na qual as anormalidades
circulatdrias e celulares/metabodlicas subjacentes sdo suficientemente profundas para aumentar
substancialmente a gravidade do caso (Singer et al., 2016).

O risco de mortalidade aumenta conforme a gravidade da disfun¢do organica,
mensurada por scores como o SOFA (Sequential Organ Failure Assessment - Avaliacao
Sequencial de Faléncia Organica), que tem como objetivo identificar pacientes infectados com
maior probabilidade de apresentarem evolugdo desfavoravel (Bauer et al., 2020; Singer ef al.,
2016). Uma alteracao na pontuacgdo total do SOFA de 2 pontos ou mais em relagdo ao valor

basal representa uma disfuncao organica. A pontuagdo basal do SOFA deve ser considerada
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zero, a menos que o paciente apresente disfungdo organica preexistente (aguda ou cronica) antes
do inicio da infecgdo. Pacientes com pontuagdo SOFA de 2 ou mais apresentaram risco de
mortalidade geral de aproximadamente 10% em uma populacao hospitalar geral com suspeita
de infecgdo (Singer et al., 2016). Em pacientes com sepse € choque séptico no Brasil em 2025,
a média do score SOFA foi de 4,5 £+ 3,7 (ILAS, 2025).

Nos Estados Unidos, a mortalidade relacionada a sepse permanece estavel,
respondendo por 6% a 7% de todas as mortes, com predominincia em ambiente hospitalar e
presenga de disparidades significativas por raga e género (Prest; Sathananthan; Jeganathan,
2021). A presenca de comorbidades, como doenca renal cronica, malignidade, insuficiéncia
cardiaca congestiva e doenga hepatica, eleva ainda mais o risco de 6bito em pacientes sépticos
(Araujo; Pardini; Lima, 2023; Hong ef al., 2025; Ye et al., 2023).

A rapidez e a qualidade do atendimento sdo fatores criticos para a reducdo da
mortalidade por sepse (Evans et al., 2021). A implementacdo de protocolos estruturados em
ambientes de emergéncia e internagdo demonstrou reduzir a mortalidade hospitalar (Seminari
et al., 2023). Além disso, os desfechos a longo prazo também sdo impactados: pacientes que
sobrevivem a sepse apresentam taxas mais altas de reinternacao, custos de saude e mortalidade
a longo prazo quando comparados a controles sem sepse (Farrah et al., 2021).

A abordagem atual para o diagnostico da sepse baseia-se na defini¢do de consenso
Sepsis-3, segundo a qual a doenga ¢é caracterizada pela (1) presenga de infecg¢do suspeita ou
documentada associada a (2) disfuncdo organica potencialmente fatal decorrente de uma
resposta desregulada do hospedeiro. Na pratica clinica, essa disfuncdo organica ¢
operacionalizada por um aumento de > 2 pontos no escore SOFA em relacdo a condi¢do basal
(Alrawashdeh; Klompas; Rhee, 2024). A suspeita de infeccdo ¢ geralmente baseada na
combinagdo de avaliacdo clinica, achados laboratoriais e inicio de investigagdo diagnostica,
como a obtengao de culturas e exames de imagem (Seymour ef al., 2019). A disfungdo organica
¢ avaliada por meio da pontuagdo SOFA, que incorpora parametros de seis sistemas organicos
(cérebro, respiratdrio, cardiovascular, figado, rim e hemostasia) (Alrawashdeh; Klompas; Rhee,
2024; Ranzani et al., 2025).

Para uma avaliacdo rapida a beira do leito, especialmente em pacientes fora da
unidade de terapia intensiva, pode-se utilizar o escore qSOFA (quick Sequential Organ Failure
Assessment), composto por trés critérios: alteracdo do estado mental, pressao arterial sistélica
< 100 mmHg e frequéncia respiratoria > 22 incursdes por minuto. Um escore > 2 identifica

pacientes com maior risco de evolucao desfavoravel e mortalidade, embora o qSOFA seja uma
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ferramenta progndstica e ndo um instrumento diagndstico para sepse (Alrawashdeh; Klompas;
Rhee, 2024; Yealy et al., 2021).

A avaliagdo laboratorial inclui a medigdo do lactato, que, se elevado (>2 mmol/L),
pode indicar hipoperfusao tecidual e estd associado a piores desfechos (Yealy et al., 2021).
Biomarcadores como a procalcitonina e a pro-adrenomedulina regional média podem auxiliar
no diagndstico e na estratificacdo de risco, mas nenhum biomarcador ¢ definitivo para sepse,
devendo seu uso ser adjuvante a avaliagdo clinica (Spoto et al., 2020).

Os tratamentos atualmente recomendados para sepse sdo baseados em intervengdes
rapidas e protocoladas visando o controle da infecgao, a estabilizagdo hemodinadmica e o suporte
de orgaos (Evans ef al., 2021). As principais intervengdes incluem administragdo rapida de
antibioticos de amplo aspecto; ressuscitacdo volémica com fluidos; suporte vasopressor,
quando indicado; terapias adjuvantes, como corticosteroides e transfusdo sanguinea em
situacdes especificas, imunomodulacdo, e suporte de 6rgdos, como ventilagdo mecanica e
terapia renal substitutiva, conforme necessidade clinica (Evans et al., 2021; Seymour;

Rosengart, 2015; Yealy et al., 2021).

1.2.1 Fisiopatologia da sepse

A sepse ¢ uma disfun¢do organica com risco de vida causada por uma resposta
desregulada do hospedeiro a infeccao (Poll et al., 2017; Singer et al., 2016). Atualmente,
reconhece-se que a sepse envolve a ativacao precoce de respostas pro e anti-inflamatodrias (vias
imunologicas), juntamente com grandes modificagdes em vias ndo imunoldgicas, como as
cardiovasculares, neuronais, autondmicas, hormonais, bioenergéticas, metabolicas e de
coagulagdo, todas com significado prognostico. A disfunc¢ao organica, mesmo quando grave,
ndo esta associada a morte celular substancial (Singer et al., 2016)

A resposta imune na sepse pode ser caracterizada por uma fase de hiperinflamacao
mediada por citocinas (tempestade de citocinas) pelo sistema imune inato, e uma fase de
hipoinflamagao (paralisia imune ou imunossupressao) que podem ou ndo co-existir (Deng et
al., 2017). As principais respostas pro-inflamatérias durante a sepse incluem a ativacdo do
sistema complemento, do sistema de coagulagdo, do endotélio vascular, dos neutréfilos e das
plaquetas, enquanto a supressdao imunologica ¢ causada principalmente pela reprogramacao das
células apresentadoras de antigenos e pela apoptose e exaustdo dos linfocitos (Poll ez al., 2017).

O desencadeamento da sepse depende das relagdes estabelecidas entre os

microrganismos e o hospedeiro, para que haja uma ativagao exacerbada da resposta imune inata,
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causada pelo reconhecimento de um patdgeno. Certos microrganismos contém constituintes
moleculares, denominados padrdes moleculares associados a patogenos (PAMPs). A interacao
entre microrganismo ¢ hospedeiro se inicia pelo reconhecimento das substancias do agente
etiologico (PAMPs), que em nivel celular, acontece pelos receptores de reconhecimento padrao
(PPRs), sendo os mais comuns os receptores 7o//-Like (TLR), os quais sdo expressos por células
do sistema imune inato, que tornam-se altamente proliferativas na tentativa de eliminar a
infeccdo o mais rapido possivel (Abbas; Lichtman; Pillai, 2023; Parolini, 2025; Poll et al.,
2017). O sistema imunologico adaptativo também atua, levando a ativagdo de células T
auxiliares e células T citotoxicas por meio da ativagdo do receptor de células T (TCR). A
subsequente diferenciacdo e proliferacdo dessas células leva a uma resposta imune adaptativa
altamente especifica (Abbas; Lichtman; Pillai, 2023; Nedeva, 2021).

A ligacdo de PAMPs aos TLRs resulta em transducdo de sinal, causando a
translocagdo do fator nuclear kappa B (NF-kB) para o nucleo celular. Isso leva a expressao de
genes de ativagdo precoce, incluindo vérias interleucinas pro-inflamatérias, como IL-1, IL-12,
IL-18, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interferons (IFNs). Esses fatores subsequentes
causam a ativagao de outras citocinas (por exemplo, IFN-y, IL-6, IL-8), vias do complemento
e da coagulagdo e, por retroalimentagdo negativa, a regulagdo negativa de componentes do
sistema imunoldgico adaptativo (Hotchkiss ef al., 2016; Jarczak; Kluge; Nierhaus, 2021).

A ativacdo dessas vias leva a tempestade de citocinas, que € caracterizada por
distirbios imunoldgicos que levam a uma inflamacao sistémica, hiperinflamagdo e faléncia
multipla de 6rgdos. Niveis elevados de IL-6 sdo encontrados na tempestade de citocinas. A IL-
6 produzida rapidamente induz células em diversos tecidos, particularmente no figado, a
produzirem vérias proteinas de fase aguda, incluindo Proteina C Reativa (PCR), hepcidina,
proteina amiloide sérica A, trombopoietina, fibrinogénio, antitripsina ¢ componente C3 do
complemento. A IL-6 induz, direta ou indiretamente, lesdo endotelial vascular por meio da
desestruturacdo da VE-caderina e do aumento da expressdao do receptor C5a nas células
endoteliais vasculares, o que leva ao extravasamento vascular. Além disso, a IL-6 desencadeia
a ativacao da cascata de coagulagdo por meio da regulagdo positiva dos fatores teciduais em
mondcitos, promovendo subsequentemente a ativagao da trombina e acelerando a formagado do
coagulo de fibrina. Assim, a maioria das fun¢des endoteliais € comprometida na sepse, levando
a formagdo de microtrombos, edema tecidual, extravasamento intersticial e desregulacdo do
tonus vascular (Kang; Kishimoto, 2021; Raia; Zafrani, 2022).

A cascata inflamatoria resultante ¢ intensificada pelo recrutamento de leucdcitos,

promovendo a quimiotaxia de neutrofilos, os quais contribuem para a perpetuacao da resposta
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imune por meio da fagocitose e da geracdao de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Jacobi,
2022). Além disso, a HMGBI1 (proteina do grupo de alta mobilidade 1) foi reavaliada como
uma proteina prototipica de padrao molecular associado a danos (DAMP) e, juntamente com
seu homologo exogeno, o PAMP, completa o sistema de alarme do organismo contra distirbios
na homeostase. No plasma de pacientes com choque séptico frequentemente sdo encontradas
composi¢des de citocinas pro-inflamatorias associadas a altos niveis de HMGBI e alta
mortalidade (Xue et al., 2021).

Paralelamente a resposta pré-inflamatoria, o organismo ativa mecanismos
imunorregulatorios mediados principalmente pelas interleucinas IL-4 e IL-10, caracterizando a
Sindrome da Resposta Anti-inflamatoria Compensatéria (CARS). Entretanto, na sepse, a
produgdo excessiva e desregulada de espécies reativas de oxigénio (EROs) por células
inflamatorias contribui para a lesdo tecidual, amplifica a resposta inflamatoria, promove
disfuncdo endotelial e aumenta a permeabilidade microvascular (Iba; Levy, 2020). Dessa
forma, embora vias pro-inflamatorias e anti-inflamatorias sejam ativadas concomitantemente,
o desequilibrio entre essas respostas pode resultar em inflamacgao persistente, imunossupressao
e disfungao progressiva de multiplos 6rgaos (Jarczak; Kluge; Nierhaus, 2021).

O sistema endocrino também reage para executar a resposta do organismo contra a
sepse. Ha um distirbio nas fun¢des enddcrinas com alteragdes em diversas vias hormonais,
como disfuncdo do eixo hipotdlamo-hipdfise-adrenal. O aumento do cortisol ¢ evidente durante
toda a fase aguda, juntamente com alteracdes no eixo hipotalamo-hipofise-tireoide, no eixo
hormonio do crescimento-IGF-1, no eixo insulina-glicose, na leptina, nas catecolaminas, no
eixo renina-angiotensina-aldosterona, na grelina, no glucagon, no eixo hipotdlamo-hipoéfise-
gonadal e no fator de crescimento de fibroblastos 21. Posteriormente, os sistemas endocrinos
se esgotam, resultando em deficiéncia hormonal absoluta ou relativa, proporcional a gravidade
da doenca. O perfil hormonal se altera substancialmente como consequéncia de mediadores
inflamatorios e produtos microbianos, levando a niveis inapropriadamente baixos de
vasopressina, sindrome do eutireoidismo doente, redugdo da responsividade adrenal, resisténcia
a insulina, hiperglicemia e hiperleptinemia, contribuindo para diversas manifestagdes clinicas

(Gheorghita et al., 2015; Mehdi et al., 2025).

1.2.2 Sepse e o sistema nervoso central

O cérebro ¢ um dos primeiros 6rgaos afetados durante o desenvolvimento da sepse,

resultando em disfunc¢do cerebral na fase aguda devido ao estresse oxidativo, comprometimento
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do metabolismo energético, aumento de citocinas pro-inflamatérias e apoptose (Santos et al.,
2019). Uma caracteristica relevante da sepse ¢ a presenga de encefalopatia seguida de ativacao
microglial e a consequente expressao de mediadores inflamatdrios (citocinas € quimiocinas) €
estresse oxidativo (Corneo et al., 2022).

Inicialmente, com a inflamagdo sistémica periférica, ocorre um aumento da
permeabilidade da BHE, através da disfungdo das metaloproteinases. Com isso, ha ativacao
microglial (aumento de Ibal) e, em menor grau, ativacao dos astrécitos que liberam citocinas,
quimiocinas ¢ EROs adicionais, perpetuando as manifestacdes agudas. Evidéncias indicam que
o estresse oxidativo agudo no cérebro de ratos submetidos a ligadura e perfuracao cecal (CLP)
pode desempenhar um papel na manifestagdo de sintomas do sistema nervoso central ao longo
da progressao da sepse, relacionado com a alta mortalidade (Petronilho ef al., 2012).

Clinicamente, esses processos fisiopatologicos se manifestam por meio da
encefalopatia associada a sepse, complicagdo neuroldgica comum, que ¢ caracterizada por
disfuncdo cerebral difusa secundéria a infecgdo em outras partes do corpo, sem infeccdo
evidente do sistema nervoso central. As citocinas envolvidas neste processo, causam ativagao
microglial, perpetuando a producao de citocinas inflamatorias e EROs. O lipopolissacarideo
(LPS), as citocinas e o 6xido nitrico produzidos perifericamente causam danos adicionais a
BHE, criando um ciclo vicioso de lesdo cerebral, causando disfun¢do mitocondrial e apoptose.
O desequilibrio de aminoacidos devido a protedlise muscular excessiva ¢ responsavel pela
producdo de falsos neurotransmissores, que também podem contribuir para a patogénese da
encefalopatia associada a sepse (Chaudhry; Duggal, 2014). A fase aguda ¢ caracterizada por
delirium e altera¢do do estado mental, como consequéncia, déficits de memoria e dificuldades
de aprendizagem, alteracdo do ciclo sono/vigilia, desorienta¢do, atencdo prejudicada e/ou
pensamento desorganizado sdo observados tanto em pacientes quanto em modelos animais. As
vezes, atividade motora exagerada com agitagdo e/ou alucinagdes podem ser observadas e
agitacdo e sonoléncia podem ocorrer alternadamente (Dominguini ef al., 2021; Sonneville et
al.,2013).

As vias colinérgicas e serotoninérgicas sao as principais vias neurotransmissoras
que foram implicadas no desenvolvimento do delirium. A ativagao dos receptores colinérgicos
modula a cognicdo, a excitacdo, a aprendizagem e a memoria, que sdo as principais fungdes
cerebrais afetadas pelo delirium. A sintese de acetilcolina ¢ vulneravel a diferentes estressores,
como deficiéncias no metabolismo energético e inflamacdo (Tomasi et al., 2015). Ja a
norepinefrina, uma monoamina essencial e vasopressora de primeira linha no choque séptico,

exerce efeitos imunomoduladores significativos. Dados experimentais e clinicos demonstram
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que a norepinefrina atenua a produgdo de citocinas pro-inflamatoérias, aumenta citocinas anti-
inflamatorias, como a IL-10, e prejudica a geracao de EROs em células imunes. Esses efeitos
contribuem para a imunossupressao e¢ podem comprometer a defesa do hospedeiro,
potencialmente exacerbando a imunoparalisia induzida pela sepse e aumentando a
suscetibilidade a infec¢des secundarias. Em contraste, vasopressores alternativos, como a
vasopressina, ndo apresentam essas propriedades imunomoduladoras (Stolk et al., 2020; Stolk
et al., 2016; Thoppil et al., 2023).

A sepse também induz alteragdes marcantes no metabolismo do triptofano, o que
afeta as vias da serotonina e da quinurenina. Pacientes com choque séptico apresentam reducao
significativa de triptofano plasmatico e serotonina plaquetdria, aumento da atividade da
monoamina oxidase e niveis elevados de metabolitos de serotonina (por exemplo, acido 5-
hidroxiindolacético), indicando renovagdo e degradacao aceleradas da serotonina. Além disso,
o aumento da atividade da indoleamina 2,3-dioxigenase leva a niveis mais altos de quinurenina,
refletindo uma mudanga no catabolismo do triptofano. Essas alteracdes metabolicas se
correlacionam com a disfun¢do organica e a instabilidade hemodinamica, incluindo hipotensao
e necessidades de norepinefrina, mas nao estdo diretamente associadas a sobrevivéncia (Troché
et al., 2020).

Estudos em animais e humanos revelam alteragdes na da serotonina e dopamina no
cérebro apds a sepse, com diminuicdo dos niveis em hipocampo e cortex frontal. Esses
disturbios neuroquimicos estdo implicados no comprometimento cognitivo observado na
encefalopatia associada a sepse. Por exemplo, niveis diminuidos de serotonina no hipocampo e
no cortex estdo associados a déficits de aprendizagem e memoria em modelos de sepse, € a
modulacdo farmacoldgica da sinalizacdo serotoninérgica (por exemplo, com inibidores
seletivos da recaptagdo da serotonina) pode melhorar a disfungdo cognitiva (Browne et al.,
2022; Shimizu et al., 1999; Zhang et al., 2024). De fato, individuos que sobrevivem a sepse
podem desenvolver disfungdes cognitivas persistentes, como prejuizos na memdria, na atengao
e na capacidade de concentragdo. Muitos deles ndo conseguem retomar suas ocupacoes
profissionais anteriores (Dominguini et al, 2021), e muitos pacientes apresentaram

desempenho insatisfatorio em avaliagdes comportamentais (Andonegui ef al., 2018).

1.3 LAPAROTOMIA

A neuroinflamacao refere-se a resposta inflamatoria periférica desencadeada por

cirurgia, trauma ou infec¢do. Ela causa a passagem de muitos mediadores inflamatodrios através
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da BHE, induzindo danos aos neurdnios e sinapses centrais. Os modelos cirurgicos em animais
sao comumente usados para avaliar respostas inflamatorias pds-operatorias e fungao cognitiva.
A cirurgia causa trauma estéril e o dano celular resultante desencadeia os DAMPs (Xiao ef al.,
2023). Distarbios neurologicos pos-operatdrios sdo vivenciados principalmente como déficits
de memoria por idosos, afetando seriamente sua qualidade de vida, mas os mecanismos
fisiopatologicos especificos ainda ndo estdo claros (Zhang et al., 2020).

O estresse cirurgico causa inflamacgao e ativagdo imunologica, o que leva a uma
resposta inflamatoria local e a uma cascata sistémica de moléculas de sinalizagdo inflamatoria,
além de induzir, manter e agravar a neuroinflamac¢do. A neuroinflamacao perioperatdria pode
desempenhar um papel fundamental no desenvolvimento da disfun¢do cognitiva, no
envelhecimento acelerado dos neurénios, disturbios neuroendocrinos e distarbios do ritmo
circadiano. Apds o trauma cirargico, o sistema imunoldgico inato ¢ ativado de maneira
dependente de NF-kB, levando a liberacdo de multiplos mediadores pro-inflamatoérios e
promovendo a migracdo de macrofagos derivados de mondcitos para o parénquima cerebral. A
proteina HMGB1 ¢ um DAMP tipico que atua tanto como fator nuclear quanto como proteina
secretada e esta envolvida na regulacdo de varios processos inflamatorios (Xiao et al., 2023;
Zhichao et al., 2022). A cirurgia pode levar a um nivel elevado de citocinas pro-inflamatorias
na circulagdo sist€émica, como a IL-6 e o TNF-a, que estdo intimamente associadas a cascata
neuroinflamatéria que acompanha a ruptura da BHE (Li et al., 2021).

Ja o papel da anestesia na ocorréncia e no desenvolvimento da disfuncio cognitiva
poOs-operatoria ainda nao estd claro. No entanto, anestésicos inalatorios podem causar
neurotoxicidade na forma de deposi¢do de beta-amiloide e o anestésico intravenoso propofol
pode causar a morte de células neuronais no cérebro em desenvolvimento de ratos, e ambos os

métodos podem prejudicar a fungdo cognitiva pos-operatoria (Zhichao et al., 2022).

1.4 UTI: VARIAVEIS QUE AUMENTAM O RISCO DE DESENVOLVIMENTO DE
DELIRIUM

O delirium na UTI ¢ um preditor de aumento da mortalidade, internagdo hospitalar
prolongada e necessidade de ventilagdo mecanica, além de maiores custos, bem como maiores
riscos de reintubacdo (Park; Lee, 2019). O ambiente da UTI possui diversas variaveis que
predispdem o desenvolvimento do delirium, além das caracteristicas do proprio paciente, como

0 pos-cirurgico ou desenvolvimento da sepse.
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Variaveis ambientais que aumentam o risco de desenvolvimento de delirium na UTI
incluem o isolamento, ruidos, auséncia de visitas, auséncia de luz natural visivel, transferéncia
de outra unidade, imobilidade e uso de contengdo fisica. Medicamentos também podem estar
associado ao desenvolvimento, como os anti-histaminicos e a furosemida que podem causar
delirium como consequéncia de seus efeitos anticolinérgicos centrais (Park; Lee, 2019; Zaal et
al., 2015).

A privagao grave de sono € um problema importante para pacientes criticos e pode
ser um fator de risco para o delirium. A privagao de sono demonstrou ter efeitos a curto e longo
prazo na qualidade de vida desses pacientes, como processamento cognitivo deficiente, déficits
de atencdo e memoria ¢ flutuacdes do estado mental, assim como ¢ associada a maior
morbidade, mortalidade e tempo de internagdo em UTI (Horsten et al., 2017; Weinhouse et al.,
2009). Varios fatores estdo relacionados com a privagdo do sono em pacientes criticos. Esses
incluem fatores ambientais, como ruido, luminosidade e atividades de cuidado; fatores
intrinsecos relacionados ao paciente e a sua condicdo aguda de doenca e ainda aqueles
relacionados ao tratamento em curso, como o suporte ventilatorio e a terapia medicamentosa
(Beltrami et al., 2015). Medidas simples para reduzir a exposi¢ao de pacientes em unidades de
terapia intensiva ao som e a luz, por exemplo, parecem eficazes para melhorar a privacao de
sono (Bion et al., 2018).

Sendo assim, a combina¢do de um ambiente semelhante a UTI ao uso dos modelos
de cirurgia estéril combinada com anestesia e/ou modelos de infeccdo sistémica podem ser
muito uteis para os estudos de disturbios causados pela neuroinflamacao como o delirium.
Atualmente, ndo estdo disponiveis tratamentos efetivos que atenuem ou cessem o delirium,
principalmente de causas pds-operatorias ou infecciosas com prognostico desfavoravel. Isso
deve-se principalmente pela falta de elucidacdo de todos os mecanismos envolvidos neste
processo, justificando o estudo de modelos que ampliem e validem o estudo desta condigdo,

visando aumentar as pesquisas e elucidagdes fisiopatologicas.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a incorpora¢do de um ambiente semelhante ao de uma UTI na severidade,
alteragdes comportamentais € neuroquimicas similares ao delirium em modelo animal de

cirurgia estéril combinada com anestesia e sepse induzida por ligadura e perfuragao cecal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I.  Avaliar os efeitos de um ambiente semelhante ao de UTI sobre comportamento
locomotor e exploratorio;
II.  Determinar as concentragcdes de IL-1B, IL-6 e IL-10 nas estruturas hipocampo ¢
cortex frontal;
III.  Determinar a produgdo de espécies reativas de oxigénio nas estruturas hipocampo
e cortex frontal;
IV. Dosar os niveis de Acetilcolina (ACh), serotonina (5-HT), dopamina (DOP),
noradrenalina (NOR), glutamato (GLU) e de acetilcolinesterase (AChE) nas
estruturas hipocampo e cortex frontal;

V.  Obter o Z-score para analise da severidade do delirium nos diferentes grupos.
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3 MATERIAL E METODOS

Trata-se de uma pesquisa experimental, quantitativa, in vivo, desenvolvida em
modelo animal. O estudo foi conduzido com ratos Wistar machos randomizados em grupos
experimentais submetidos a laparotomia estéril ou a indugdo de sepse por ligadura e perfuragdo
cecal (CLP), associados ou ndo a exposi¢do a um ambiente semelhante ao de uma Unidade de
Terapia Intensiva (UTI). O desenho experimental (Tabela 3), foi composto de avaliagdes
comportamentais, neurocognitivas, inflamatdrias e neuroquimicas realizadas em diferentes
momentos. A pesquisa foi realizada nas dependéncias do Laboratério de Fisiopatologia
Experimental e do Biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC), Criciuma,

SC, Brasil.

Tabela 3 - Delineamento Experimental e Cronograma

Oh 12 h 24 h 36 h

Etapas -24h

Testes comportamentais .

Intervencao — modelo UTI

Quantificagdo de citocinas
e espécies reativas de

oxigénio

Quantificagdo de

neurotransmissores

Fonte: Do autor, 2026.

3.1 ASPECTOS ETICOS

Este projeto foi realizado dentro das diretrizes estabelecidas pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) e aprovado pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais (CEUA) da UNESC com o protocolo 01/2024. Sendo assim, todos os
cuidados para evitar ou minimizar o sofrimento dos animais durante os experimentos foram
adotados.

Os animais utilizados neste estudo foram alojados em caixas com cinco animais
cada, sob um ciclo claro-escuro de 12 horas (18h00 as 6h00), com livre acesso a agua e comida.
O ambiente foi mantido a uma temperatura constante de 23 = 1 °C e as caixas dos animais

foram trocadas diariamente.
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3.2 CONDICOES DA INDUCAOS DOS MODELOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados 96 ratos Wistar machos (60 dias de idade) pesando entre 200 e
300 gramas, divididos em quatro grupos: I) laparotomia + anestesia (20 animais); II)
laparotomia + anestesia + UTI (20 animais); III) sepse (n=20 + 40% taxa mortalidade = 28) e
IV) Sepse + UTI (n=20 + 40% taxa mortalidade = 28). Foram acrescentados 40% referente a
taxa de mortalidade do modelo de sepse, conforme descrito por Illendula e colaboradores
(2020). Os animais foram divididos para os testes comportamentais, € apds a eutanasia,

divididos para os testes bioquimicos e dosagem de neurotransmissores.

3.2.1 Modelo de Laparotomia

Ratos Wistar machos (60 dias de idade) pesando entre 200 e 300 gramas foram
submetidos a anestesia e laparotomia com ou sem ambiente de UTI. Os animais foram alocados
aleatoriamente em cada grupo. Os animais foram expostos a 1,4% de isoflurano durante a
laparotomia em 100% de oxigénio através de uma mascara nasal. Em condigdes estéreis, uma
incisdo mediana foi feita do apéndice xifoide a sinfise pubica, e a cavidade abdominal foi
exposta apos a dissec¢ao da pele, musculos e peritonio. Apds a entrada na cavidade abdominal,
os intestinos foram suavemente friccionados e deixados expostos ao ar por mais 5 minutos.
Ap0s esse periodo, a incisdo foi suturada camada por camada com suturas Vicryl 4.0. A duracao
da laparotomia foi de aproximadamente 15 minutos. Antes do despertar, os animais receberam
propofol 50-100 mg/kg intraperitoneal (i.p.), titulado para um escore de reflexo de

endireitamento de 1 e escores de pincamento do dedo acima de 1.

3.2.2 Inducio de sepse por Ligadura e Perfuracio Cecal (CLP)

Ratos Wistar machos (60 dias de idade) pesando entre 200 e 300 g foram
submetidos ao modelo CLP com ou sem ambiente semelhante a UTI. Os animais foram
alocados aleatoriamente em cada grupo. Os ratos foram anestesiados com isoflurano (0,5-2,5%
em 100% de oxigénio) por até 3 h. Em condi¢des assépticas, foi realizada uma laparotomia de
aproximadamente 2 cm de comprimento para expor o ceco e o intestino adjacente. O ceco foi
ligado com um fio de seda 3.0 em sua base, abaixo da valvula ileocecal. Em seguida, foi

perfurado uma vez com uma agulha de calibre 14, suavemente comprimido e reposicionado na



32

cavidade peritoneal, com o objetivo de extravasar fezes para a cavidade peritoneal, liberar flora
bacteriana e induzir uma resposta imune exacerbada por infec¢do polimicrobiana. A
laparotomia foi fechada com suturas de seda 4.0 (Rittirsch et al., 2009).

A reposicao volémica foi realizada com solucao salina regular (10 mL/kg) por via
subcutanea (s.c.), imediatamente apds a indug¢do de CLP. Todos os animais receberam
antibidticos (ceftriaxona 30 mg/kg a cada 12 h por 3 dias consecutivos) e analgésicos (dipirona
80 mg/kg s.c. a cada 6 h por 24 h) (Barichello et al., 2007; Giridharan et al., 2022).

Por se tratar de um modelo com a indug@o de uma condi¢@o de saude grave, alguns
animais morreram antes de completar todos os procedimentos experimentais e, portanto, foram
excluidos das andlises finais. A mortalidade neste modelo foi de aproximadamente 40—50%,
ocorrendo predominantemente nos primeiros 3 dias apos a inducdo da sepse, consistente com
estudos anteriores e caracteristica de sepse grave (Barichello et al., 2007; Barichello ef al.,

2005).

3.2.3 Inducao do Ambiente de UTI

Os animais do grupo UTI, tanto do modelo de laparotomia + anestesia quanto CLP
foram submetidos a 12 h de um ambiente de UTI, consistindo em exposi¢do a uma luz de 33
W, sons de 90 dB e vibracao da gaiola por meio de um agitador horizontal (120 rpm) por 1 min
a cada 20 min (Dulko et al., 2023; Illendula et al., 2020; Vasunilashorn et al., 2023). O ambiente
semelhante ao da UTI ¢ incorporado para reproduzir os principais estressores ambientais
comumente encontrados por pacientes na UTI, como iluminagdo constante, alarmes persistentes
e sons de maquinas, e frequentes perturbacdes fisicas, aumentando assim a relevancia
translacional do modelo para as condigdes da UTI humana. O ambiente da UTI foi iniciado
entre 18h00 e encerrado entre 6h00 e os fatores de estresse incorporados no ambiente
semelhante a UTI foram baseados em um protocolo previamente publicado, dada a escassez de

estudos que adotam esse paradigma (Illendula ez al., 2020).

3.3 AVALIACAO COMPORTAMENTAL

3.3.1 Avaliac¢do neurocognitiva

Os animais foram submetidos a testes de campo aberto e labirinto em Y 24 h antes

dos procedimentos experimentais (linha de base). As avaliagdes neurocognitivas foram entao
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realizadas em 12, 24 e 36 h apos a exposi¢do a UTI, utilizando grupos separados de ratos para

cada teste.

3.3.1.1 Teste de campo aberto

O aparato consistia em uma caixa de madeira medindo 40 x 60 % 50 cm de altura.
O piso da caixa foi dividido em 12 quadrados iguais. O nimero de quadrados atravessados com
todas as patas (cruzamentos) foi contado manualmente em uma sessdo de 6 min. Os
empinamentos foram quantificados pela frequéncia com que o animal se erguia sobre as patas
traseiras. A luz foi mantida em um nivel minimo para evitar comportamentos de ansiedade. O
aparato foi limpo com uma solu¢do de etanol 10% entre os testes para eliminar vestigios de

animais (Seibenhener; Wooten, 2015).

3.3.1.2 Teste de preferéncia pelo brago novo no labirinto em Y

O labirinto consistia em trés bracos (35 x 35 x 35 cm) com angulos de 120° entre
eles. Os bragos incluiam o brago inicial onde o animal comegava a explorar (sempre aberto); o
braco novo, que era bloqueado durante o primeiro ensaio; e o terceiro brago (sempre aberto).

No primeiro ensaio, o animal era colocado no brago inicial e explorava o labirinto
por 5 min com o braco novo fechado. Apds os procedimentos, o rato era colocado de volta no
braco inicial e explorava o labirinto por mais 5 min com o brago novo aberto nos tempos

indicados (Belovicova et al., 2017).

3.4 AVALIACAO BIOQUIMICA

Ap0s a conclusdo das avaliagdes comportamentais, os animais foram submetidos a
eutandsia por decapitacdo e o hipocampo, cortex frontal e amostras de plasma foram coletadas

para posteriores analises. As amostras foram armazenadas a — 80 °C até a utilizagao.
3.4.1 Quantificacao de citocinas
As concentragdes de IL-1p, IL-6 e IL-10 no hipocampo, cortex frontal e plasma

foram determinadas por Ensaio de Imunoabsor¢do Enzimatica (ELISA), utilizando um kit

comercial (R&D Systems) conforme recomendado pelo fabricante.
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A densidade 6ptica foi lida em um leitor de placas (SpectraMax GEMINI XPS,
Molecular Devices, EUA) em um comprimento de onda de 450—570 nm, e os resultados foram

normalizados pelo contetido proteico.

3.4.2 Quantificacdo de Espécies Reativas de Oxigénio

A produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) foi detectada utilizando o
composto nado fluorescente permedvel a membrana celular 2,7-diclorofluoresceina diacetato
(DCFH-DA). As esterases intracelulares hidrolisaram o DCFH-DA em diclorofluoresceina
(DCFH), que ¢ entdo oxidada a diclorofluoresceina fluorescente (DCF) pela acao de oxidantes
celulares. A fluorescéncia foi medida em um leitor de placas (SpectraMax GEMINI XPS,
Molecular Devices, EUA) com excitagdo a 485 nm e emissdo a 520 nm. Os valores foram

expressos em unidades arbitrarias (unidades de fluorescéncia/pg de proteina).

3.4.3 Quantificacio de Neurotransmissores

O doseamento dos niveis de Acetilcolina (ACh), serotonina (5-HT), dopamina
(DOP), noradrenalina (NOR) e glutamato (GLU) foram realizados por cromatografia liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) acoplada a um detector de fluorescéncia ou de ultravioleta/visivel
(UV/VIS).

Para a analise dos neurotransmissores, tanto os padrdes quanto as amostras foram
derivatizados antes da injecdo usando uma solucdo reagente de 2-O-ftalaldeido (OPA). O
preparo da amostra consistiu em trés etapas: (I) extragdo do tecido, (II) preparacio da solugdo
derivatizante e (III) preparacao da amostra derivatizada. I) Extracdo do tecido: O tecido foi
pesado e adicionou-se dgua ultrapura: metanol (8:2, v/v) na propor¢do de 1:15 (p/v). Cada
amostra foi homogeneizada e centrifugada a 7800 % g por 15 min a 4 °C. O sobrenadante foi
entdo coletado para derivatizagdo. II). Preparacdao da solu¢do de derivatizagdo: A solucdo de
derivatizacao foi preparada dissolvendo 0,44 g de hidroxido de potassio, 0,50 g de acido borico
e 0,004 g de OPA em 30 pL de metanol e 30 pL. de B-mercaptoetanol. O volume foi ajustado
para 10 mL com agua Milli-Q, resultando em uma solugdo com pH 11. A solucdo de
derivatizacdo foi preparada semanalmente e protegida da exposi¢ao a luz. III). Derivatizacao
de amostras e padrdes: Para cada 200 pL de sobrenadante de amostra ou padrido, foram

adicionados 100 pL da solucao de derivatizagdo. Apos 2 min, foram adicionados 50 pL de &cido
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acético glacial a 5% para interromper a reagdo. A curva de calibragdo para os
neurotransmissores apresentou uma faixa linear (R? = 0,99 para todas as curvas).

O sistema cromatografico para a medicao de glutamato consistiu em uma coluna
Gemini® C18 (250 mm x 4,6 mm, 5 pm; Phenomenex®, California, EUA) conectada a um
cromatografo liquido UV/VIS PerkinElmer Série 200 com amostrador automatico e software
TC Navigator. A fase movel isocratica (70:30, A:B) consistiu em tampao de acetato de sodio
50 mM, pH 7,2, contendo 1% de acetona (A), ¢ uma mistura de acetato de sédio 10
mM:acetonitrila:metanol:acetona (46:43:10:1, v/v), pH 7,2 (B). O tempo de execugao foi de 30
min, com uma vazao de 0,2 mL/min e deteccdo a 335 nm. Os picos foram identificados
comparando os tempos de reten¢do na solu¢cdo da amostra (extrato de tecido) com os da solugdo
padrdo. Os resultados foram expressos em ng de glutamato/pL.

Para todos os outros neurotransmissores, as amostras de tecido foram pesadas e
homogeneizadas (1:10) em acido perclérico 0,2 M contendo solugdo de cisteina 3 mM. O
sistema compreende uma coluna de cromatografia Ascentis® C18 (250 mm x 2,1 mm, 5 pum;
Supelco®, Texas City, EUA), uma bomba LC-20AT acoplada a um amostrador automatico SIL-
20AHT e um detector de fluorescéncia RF-20A, e o software LC Solution (Shimadzu, Kyoto,
Japao). A temperatura da coluna foi mantida a 35 °C e uma vazao de 0,3 ml/min foi utilizada.
A fase movel consistiu em tampao acetato (pH 3,5, 12 mM de acido acético, 0,26 mM de acido
etilenodiaminotetracético) e metanol (86:14, v/v). A fluorescéncia foi monitorada nos
comprimentos de onda de excitacdo e emissdo de 279 e 320 nm, respectivamente. Os picos
foram identificados comparando-se seu tempo de retengdo na solugdo da amostra com o da
solugdo padrdo. Os resultados foram expressos em ng de neurotransmissor/pL.

Adicionalmente, a atividade da acetilcolinesterase (AChE) foi analisada de acordo
com o método de Ellman ef al. (1961). Resumidamente, a mistura de reagdao continha 100 mM
de tampdo fosfato de K* (pH 7,5) e 1 mM de 4cido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzoico). Este método
baseia-se na formacdo do anion amarelo 5,5-ditiobis-4cido-nitrobenzoico, cuja absorbancia ¢
medida a 412 nm durante uma incubagdo de 2 min a 25 °C. A amostra foi pré-incubada por 2
min. A reagao foi iniciada pela adi¢ao de 0,8 mM de iodeto de acetiltiocolina. Todas as amostras
foram analisadas em duplicado e a atividade enzimatica ¢ expressa em micromoles de AcSCh

por hora por miligrama de proteina.
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3.5 DESTINO DAS COBAIAS

ApoOs os experimentos, o armazenamento da carcaga foi realizado com a utilizagao
de saco branco leitoso que foi depositado no freezer da universidade. Logo, foram coletados e
transportados por empresa terceirizada. Os residuos entdo foram tratados fisicamente e
encaminhados para disposic¢ao final em aterro sanitario. Todos os procedimentos estavam de
acordo com a Resolucao da Diretoria Colegiada (RDC) n°® 222, de 28 de margo de 2018 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

3.6 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados da avaliagdo neurocognitiva foram analisados por meio da analise de
variancia de duas vias (ANOVA), utilizando o modelo linear geral, considerando os fatores
grupo e tempo e a interacdo entre eles (grupo X tempo). Comparagdes multiplas foram
realizadas pelo teste de Tukey.

Os dados da analise bioquimica foram comparados usando ANOVA de duas vias
seguida pelo teste post hoc de Tukey para comparagdes multiplas para dados com distribuigdo
normal. O teste de Kruskal-Wallis foi utilizado como teste ndo-paramétrico para dados com
distribui¢ao ndo normal.

Todos os dados foram analisados usando o software GraphPad Prism 10.5.0 e em

todas as analises, a significancia estatistica foi considerada quando p < 0,05.

3.6.1 Calculo do escore Z

O célculo do escore Z para a incidéncia de delirium foi realizado conforme proposto
anteriormente, com algumas modificacdes (Barichello ez al., 2007). Resumidamente, para obter
um escore Z para cada animal individual em cada ponto de avaliagdo comportamental,
subtraimos os resultados do teste pds-operatédrio da linha de base e dividimos o resultado pelo
desvio padrao correspondente gerado a partir de um grupo controle para cada modelo na
preferéncia pelo braco novo do labirinto em Y. O sinal foi ajustado para que escores Z negativos
indicassem deterioracdo em relacdo ao teste de linha de base. Um escore Z igual ou inferior a
—1,96 em qualquer ponto de avaliagio comportamental indicou um animal exibindo
comportamentos semelhantes ao delirium. Para o calculo da incidéncia geral de delirium, um

animal foi classificado como apresentando delirium se pelo menos um escore Z ao longo do
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periodo de teste fosse igual ou inferior a —1,96. Também calculamos o niimero de vezes que os

animais tiveram um escore Z inferior a —1,96 como um indicador da gravidade do delirium.
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4. RESULTADOS

Neste estudo, incorporamos um ambiente semelhante ao de uma UTI em dois
modelos animais bem estabelecidos para pesquisa de delirium: cirurgia estéril combinada com
anestesia e sepse induzida por ligadura e perfuracao cecal. Os resultados foram apresentados

para cada modelo separadamente e descritos abaixo conforme tipo de analise.

4.1 AVALIACAO COMPORTAMENTAL

4.1.1 Campo aberto

Os resultados do campo aberto do modelo de cirurgia estéril combinada com
anestesia estdo demostrados na figura 1. Para o modelo de cirurgia estéril (laparotomia)
combinada com anestesia, os animais submetidos ao modelo de UTI apresentaram
significativamente menos eventos de levantamento em 24 h e uma tendéncia em 12 e 36 h
comparados ao grupo sem modelo de UTI (A). Ambos os grupos apresentaram menos
levantamentos de 0 a 36 h em comparagao com o periodo basal (laparotomia + anestesia —24 h
vs 0 h p=0,001; vs 12 h p<0,0001; vs 24 h p=0,0006; vs 36 h p=0,0042) (laparotomia + anestesia
+ UTI 24 h vs 0 h p=0,0001, vs 12 h p=0,003, vs 24 h p<0,0001, vs 36 h p=0,0001) (A).

Em relagdo aos cruzamentos em campo aberto (B), os animais internados na UTI
apresentaram um numero significativamente menor entre 12 e 36 h, em comparagdo com
aqueles submetidos somente a anestesia e cirurgia de laparotomia. Ambos o0s grupos
apresentaram menos cruzamentos de 0 a 36 h em comparacdo com o periodo basal (laparotomia
+ anestesia —24 h vs 0 h p=0,002; vs 12 h p=0,004; vs 24 h p=0,0002; vs 36 h p=0,0007)
(laparotomia + anestesia + UTI —24h vs 0 h p=0,003; vs 12 h p=0,0012; vs 24 h p=0,0001; vs
36 h p=0,0001).
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Figura 1 - Efeitos de um ambiente semelhante ao de UTI sobre os comportamentos locomotores

e exploratorios no modelo de anestesia mais laparotomia.
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Fonte: Do autor, 2026. Para o teste de campo aberto, o (A) niimero de levantamentos e (B) o numero de
cruzamentos foram analisados no inicio do estudo (—24 h) ¢ 0, 12, 24 ¢ 36 h apds a cirurgia. Os dados sdo
apresentados como média + erro padrao da média. Os valores de p mostrados nas figuras indicam as diferengas
entre os grupos em cada ponto de tempo (*p<0,05).

Os resultados do campo aberto do modelo de sepse induzida por ligadura e
perfuragdo cecal estdo demostrados na figura 2. Para o modelo CLP, os animais submetidos a
UTI apresentaram significativamente menos eventos de levantamento em 0 h em comparagao
com os animais sépticos. Ambos os grupos apresentaram menos levantamentos de 0 a 36 h em
comparagdo com a linha de base (p< 0,0001 para todas as comparagdes) (A).

Os animais submetidos a cuidados semelhantes aos da UTI apresentaram taxas de
cruzamentos significativamente maiores em 36 h quando comparados aos animais sépticos.
Ambos os grupos apresentaram menos travessias de 0 a 36 h em comparagio com o valor basal

(»<0,0001 para todas as comparagdes) (B).
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Figura 2 - Efeitos de um ambiente semelhante ao de UTI sobre os comportamentos locomotores

e exploratorios no modelo de sepse induzida por ligadura e perfuragao cecal.
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Fonte: Do autor, 2026. Para o teste de campo aberto, o (A) nimero de levantamentos e (B) o numero de
cruzamentos foram analisados no inicio do estudo (—24 h) ¢ 0, 12, 24 ¢ 36 h apés a cirurgia. Os dados sdo
apresentados como média =+ erro padrio da média. Os valores de p mostrados nas figuras indicam as diferengas
entre os grupos em cada ponto de tempo (*p<0,05).

4.1.2 Teste de preferéncia pelo braco novo no labirinto em Y

Os animais submetidos ao modelo de laparotomia + anestesia + UTI apresentaram
um numero significativamente menor de entradas no novo braco em todos os momentos e
menos tempo explorando o novo brago em 12 e 24 h quando comparados aos animais
submetidos somente a laparotomia e anestesia (A e B).

Para o braco antigo, os animais submetidos a UTI apresentaram numeros
significativamente menores de entradas no braco antigo as 12, 24 e 36 h em comparagdo com
os animais submetidos somente a laparotomia e anestesia (C). Ambos os grupos tiveram menos
entradas no brago antigo de 0 a 36 h em comparagdo com o periodo basal (laparotomia +
anestesia —24 h vs 0 h p =0,03, vs 12 h p<0,002, vs 24 h p=0,002, vs 36 h p=0,01; (laparotomia
+ anestesia + UTI —24h vs 0 h p=0,005, vs 12 h p =0,0026, vs 24 h p=0,006, vs 36 h p=0,0035).

A cirurgia combinada com anestesia ndo apresentou diferencas significativas no
tempo de permanéncia no brago antigo em relacdo ao valor basal. Uma diferenga significativa
em relacdo ao valor basal foi observada em 12 h (p=0,04) e 24 h (p=0,04) no grupo submetido
a cirurgia combinada com anestesia e UTI (D). Os resultados do labirinto em Y do modelo de

cirurgia estéril combinada com anestesia estdo demostrados na figura 3.
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Figura 3 - Efeitos de um ambiente semelhante ao de UTI sobre os comportamentos

exploratorios no modelo de anestesia mais laparotomia.
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Fonte: Do autor, 2026. Para o teste do labirinto em Y, o (A) niimero de entradas no novo brago e (B) o tempo no
novo brago foram analisados em 0, 12, 24 ¢ 36 h apos a laparotomia, ¢ o (C) nimero de entradas no brago antigo
e (D) o tempo no brago antigo foram analisados no inicio do estudo (—24 h) e em 0, 12, 24 ¢ 36 h ap6s a laparotomia.
Os dados sdo apresentados como média + erro padrao da média. Os valores de p mostrados nas figuras indicam as
diferencas entre os grupos em cada ponto de tempo (*p<0,05; **p<0,001 e ***p<0,0001).

Os animais submetidos a sepse + UTI apresentaram um niimero significativamente
menor de entradas no novo brago em 36 h em comparagdo com os animais sépticos (A).
Também houve diferengas significativas entre os tempos 0 vs 12 h (p=0,0009), 0 vs 24 h
(»=0,0004) ¢ 0 vs 36 h (p=0,0018). No grupo somente com sepse, diferencas significativas
foram observadas entre os tempos 0 vs 12 h (p =0,014) ¢ 0 vs 36 h (p=0,019).

Os animais submetidos a UTI passaram significativamente menos tempo no novo
brago em 12 h e apresentaram uma tendéncia em 24 h quando comparados aos animais sépticos

(B). Os animais somente com sepse ndo apresentaram uma diferenca significativa no tempo de
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permanéncia no brago novo em nenhum tempo comparado ao tempo 0 h. No grupo sepse +
UTI, houve diferengas significativas do tempo 0 vs 12 h (p=0,006), 0 vs 24 h (p=0,008) ¢ 0 vs
36 h (p=0,04).

Nao houve diferengas entre os grupos em nenhum momento no nimero de entradas
no brago antigo (C). No grupo com sepse, houve diferencas significativas do tempo basal (-24
h) vs 0 h (p=0,03), vs 12 h (p=0,0002), vs 24 h (p=0,03) e vs 36 h (p=0,009). No grupo com
sepse e UTI, houve diferencas significativas do tempo basal (-24 h) vs todos os outros tempos
(»p=0,0028 no tempo 0 e p< 0,00001 em todos os outros pontos de tempo).

Os animais submetidos a UTT apresentaram um tempo significativamente menor no
brago antigo apos 12 h, quando comparados aos animais sépticos (D). No grupo com sepse,
houve diferencas significativas do tempo basal (-24 h) vs 0 h (p=0,006), vs 12 h (p< 0,00001),
vs 24 h (p = 0,002) e vs 36 h (p< 0,00001). No grupo com sepse + UTI, houve diferengas
significativas do tempo basal (-24 h) vs todos os outros tempos (p< 0,00001 em todos os pontos
de tempo). Os resultados do labirinto em Y do modelo de sepse induzida por ligadura e

perfuragdo cecal estdo demostrados na figura 4.
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Figura 4 - Efeitos de um ambiente semelhante ao de UTI sobre os comportamentos

exploratorios no modelo de sepse induzida por ligadura e perfuragdo cecal.
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Fonte: Do autor, 2026. Para o teste do labirinto em Y, o (A) niimero de entradas no novo brago e (B) o tempo no
novo brago foram analisados em 0, 12, 24 ¢ 36 h apos a laparotomia, ¢ o (C) nimero de entradas no brago antigo
e (D) o tempo no brago antigo foram analisados no inicio do estudo (—24 h) e em 0, 12, 24 ¢ 36 h ap6s a laparotomia.
Os dados sdo apresentados como média = erro padrdo da média. Os valores de p mostrados nas figuras indicam as
diferencas entre os grupos em cada ponto de tempo (*p<0,05).

4.2 AVALIACAO BIOQUIMICA

4.2.1 Parametros inflamatdrios e oxidativos

Os efeitos do ambiente de UTI sobre pardmetros inflamatorios e oxidativos no
modelo de anestesia mais laparotomia estdo demostrados na figura 5. A adicdo de um ambiente
semelhante ao de UTI ao modelo de laparotomia resultou em niveis aumentados da citocina
pro-inflamatoria IL-6 tanto no hipocampo quanto no cortex frontal, bem como sistemicamente

no plasma (B). Para a citocina pro-inflamatéria IL-1, um aumento significativo foi observado
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apenas no cortex frontal (A). Nenhum efeito significativo do ambiente semelhante ao de UTI

foi detectado nos niveis da citocina anti-inflamatéria IL-10 ou na producdo de EROs (C e D).

Figura 5 - Efeitos do ambiente de UTI sobre pardmetros inflamatorios e oxidativos no modelo

de anestesia mais laparotomia.
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Fonte: Do autor, 2026. Apoés o término da analise comportamental, os animais foram eutanasiados por decapitacdo
e (A, B e C) marcadores de inflamacdo e (D) estresse oxidativo foram medidos. Os valores de p mostrados nas
figuras indicam as diferengas entre os grupos (¥*p<0,05; ***p<0,0001).

Os efeitos do ambiente de UTI sobre parametros inflamatorios e oxidativos no
modelo sepse estdo demostrados na figura 6. A adi¢do de um ambiente semelhante ao de UTI
ao modelo de sepse aumentou os niveis de IL-6 no hipocampo. Nenhum efeito significativo do
ambiente semelhante ao de UTI foi detectado nos niveis da citocina inflamatéria IL-18, da

citocina anti-inflamatoria IL-10 ou na produgao de EROs.
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Figura 6 - Efeitos do ambiente de UTI sobre pardmetros inflamatorios e oxidativos no modelo

de sepse.
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Fonte: Do autor, 2026. Apoés o término da analise comportamental, os animais foram eutanasiados por decapitacéo
e (A, B e C) marcadores de inflamacdo e (D) estresse oxidativo foram medidos. Os valores de p mostrados nas
figuras indicam as diferengas entre os grupos (¥*p<0,05).

4.2.2 Niveis de neurotransmissores cerebrais

Os efeitos do ambiente de UTI sobre a dosagem de neurotransmissores no modelo
laparotomia + anestesia estdo demostrados na figura 7. A adi¢do de um ambiente semelhante
ao de UTI ao modelo de laparotomia aumentou os niveis de glutamato no hipocampo de animais
submetidos a laparotomia (C). Nenhuma outra alteracdo significativa nos niveis de

neurotransmissores foi observada nas regioes cerebrais analisadas.
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Figura 7 - Efeitos do ambiente de UTI sobre dosagem de neurotransmissores no modelo de

anestesia mais laparotomia.
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Fonte: Do autor, 2026. Ap6s o término da analise comportamental, os animais foram eutanasiados por decapitacdo
¢ a dosagem de neurotransmissores no hipocampo de cortex frontal foram realizadas. Os valores de p mostrados
nas figuras indicam as diferencas entre os grupos (*p<0,05).

Os efeitos do ambiente de UTI sobre a dosagem de neurotransmissores no modelo
sepse estdo demostrados na figura 8. A adi¢do de um ambiente semelhante ao de UTI ao modelo
de sepse aumentou os niveis de dopamina no cértex frontal em comparagdo com a sepse
isoladamente (D). Também houve um aumento significativo nos niveis de noradrenalina no

hipocampo em comparagdo com os grupos de sepse (B).
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Figura 8 - Efeitos do ambiente de UTI sobre dosagem de neurotransmissores no modelo de

Sepse.
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Fonte: Do autor, 2026. Apo6s o término da analise comportamental, os animais foram eutanasiados por decapitacdo
e a dosagem de neurotransmissores no hipocampo de cértex frontal foram realizadas. Os valores de p mostrados
nas figuras indicam as diferengas entre os grupos (*p<0,05).

4.3 INCIDENCIA E GRAVIDADE DO DELIRIUM

Quando usou-se os escores Z individuais para determinar a incidéncia de delirium
nesses modelos, descobriu-se que a laparotomia mais anestesia induziu delirium em 2 de 10
animais, em comparagdo com 4 de 10 animais quando a cirurgia e a anestesia foram associadas
a um ambiente semelhante ao de UTI.

A incidéncia de delirium no modelo de sepse foi de 50% (5 de 10 animais), e a
exposi¢dao a um ambiente semelhante ao de UTI aumentou essa proporgdo para 70% (7 de 10
animais); no entanto, a diferenca nao foi estatisticamente significativa.

O nuimero de vezes que os animais apresentaram um escore Z abaixo de —1,96,
também foi considerado como um indicador da gravidade do delirium. No grupo submetido a
laparotomia e anestesia, entre as 30 medidas de escore Z, apenas duas vezes os animais
apresentaram valores abaixo desse limite, em comparagdo com nove nos animais expostos a
UTI. Esse padrao persiste no modelo de sepse, em que 9 vezes os animais apresentaram um

escore Z inferior a —1,96, em comparagdo com 15 quando os animais foram expostos ao

ambiente da UTI (figura 9).
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Figura 9 - Efeitos de um ambiente semelhante ao de UTI na incidéncia e gravidade do delirium

em modelos de anestesia mais laparotomia e sepse.
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Fonte: Do autor, 2026. A incidéncia e a gravidade do delirium foram baseadas nos escores Z do desempenho no
labirinto em Y, conforme descrito detalhadamente na se¢do de métodos. Os valores de p mostrados nas figuras

indicam as diferengas entre os grupos (*p<0,05).
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5. DISCUSSAO

Os achados desse estudo sugerem que, em pelo menos dois modelos animais de
delirium comumente utilizados, a adicdo de um ambiente semelhante a uma UTI aumenta a
robustez do modelo, como evidenciado por comprometimentos neurocognitivos mais graves e
desequilibrios neuroquimicos pronunciados. Além disso, a incidéncia de delirium parece ser
maior em animais expostos ao ambiente da UTTI.

O delirium ¢é altamente prevalente na UTI, e sua ocorréncia pode estar relacionada
a doenca subjacente, ao proprio ambiente da UTI, ou a uma combinagdo de ambos. Neste
estudo, buscou-se determinar o impacto da exposicdo a UTI em duas condigdes bem
estabelecidas que aumentam o risco de delirium: o periodo pds-operatério € a sepse. Para
sistematizar essa abordagem, incorporou-se caracteristicas-chave sugeridas pelo NIDUS
(Network for Investigation of Delirium: Unifying Scientists) para melhorar os modelos de
delirium (Vasunilashorn et al., 2023).

Para avaliar o comportamento neurocognitivos nos modelos propostos, duas tarefas
comportamentais diferentes foram empregadas para avaliar o desempenho em comparagao com
a linha de base e para avaliar flutuagdes ao longo do tempo (campo aberto e labirinto em Y). A
exposi¢ao ao ambiente semelhante & UTI piorou o desempenho em animais submetidos a
laparotomia simples e anestesia, tanto nas tarefas de campo aberto quanto no labirinto em Y.
Esses padroes comportamentais variaram de acordo com o tempo (mudangas em relagdo a linha
de base e flutuacdes ao longo do curso) e o grupo (maiores prejuizos quando os animais foram
expostos ao ambiente semelhante a UTI). Os resultados demonstram uma reducdo da atividade
exploratéria e locomotora dos animais em campo aberto, o que pode ter influenciado o
desempenho no labirinto em Y. Dessa forma, a diminui¢ao da exploracao do brago novo nao
pode ser atribuida exclusivamente a um déficit de memoria espacial, mas sugerem um déficit
neurologico e comportamento ansioso, que sdo caracteristicas consistentes com o delirium
humano e relevantes para validar um modelo animal.

Achados semelhantes foram observados em um modelo de sepse induzida por LPS,
no qual a exposi¢do aos ruidos semelhante a UTI também agravou os comprometimentos
neurocognitivos. Além disso, houve um aumento do comportamento semelhante a ansiedade
por meio da media¢do da ruptura da barreira hematoencefalica (BHE) e da neuroinflamagao
(Cho et al., 2023). Alteragdes significativas na morfologia da micréglia e comprometimento
das interacdes entre astrocitos e juncdes estreitas em um modelo murino apds cirurgia

ortopédica também foram observadas (Velagapudi et al., 2019; Zhang et al., 2018),
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caracteristicas consistentes com delirium; que também ¢é observado em modelos de sepse,
particularmente CLP (Consoli et al., 2023; Di Bella et al., 2021). Mais recentemente, a
incorporag¢dao do ambiente semelhante ao da UTI em um modelo de laparotomia em roedores
demonstrou prejuizos no labirinto em Y, teste de alimentos enterrados, teste de deslocamento
de conjunto atencional e teste em campo aberto com duracdo de até¢ 24 h (Dulko ef al., 2023;
[llendula et al., 2020). No entanto, esses animais foram comparados apenas aos grupos controle,
dificultando determinar a contribuicao especifica da exposicdo a UTI para as alteragdes
comportamentais observadas. Neste trabalho, incorporou-se fatores ambientais semelhantes aos
da UTI em modelos de delirium bem estabelecidos, o que induziu comprometimentos
adicionais significativos em tarefas neurocognitivas, reforcando assim o valor dessa
intervencao no desenvolvimento de um modelo de delirium mais robusto ¢ translacional.
Além de incorporar as caracteristicas comportamentais, investigou-se
mecanismos presumidos relevantes na patogé€nese. A inflamacao cerebral, tanto em modelos
animais quanto em humanos, tem sido consistentemente associada ao desenvolvimento do
delirium (David-Bercholz et al., 2022). Uma meta-analise recente demonstrou que, entre as
proteinas mais frequentemente investigadas e significativamente associadas ao delirium, a
maioria sdo citocinas ¢ mediadores inflamatorios (IL-6, IL-8, IL-10, TNF-a, IL-1pB, IL-1ra)
(Mosharaf et al., 2024). Nesse contexto, quantificou-se duas citocinas cerebrais pro-
inflamatorias (IL-1PB e IL-6), uma citocina anti-inflamatéria (IL-10) e um marcador geral de
estresse oxidativo. A exposicao ao ambiente semelhante a UTI aumentou consistentemente os
marcadores pro-inflamatorios no hipocampo e cortex frontal e soro no modelo de laparotomia
+ anestesia + UTI. Esse efeito foi menos pronunciado no modelo de sepse mais UTI, sendo
observado apenas aumento de IL-6 no hipocampo. No entanto, mesmo no modelo de sepse +
UTI, os niveis de IL-1f apresentaram uma tendéncia de aumento nos niveis. Nesse contexto, a
ativacdo do inflamasomo, especificamente do NLRP-3, parece desempenhar um papel central
na disfuncdo cerebral em varias patologias (Barichello; Dal-Pizzol, 2025; Bonfante et al., 2024;
Danielski et al., 2020; Dominguini et al., 2022; Generoso et al., 2024), promovendo a
maturacao e liberacao de IL-1p (via ativacao da caspase-1) entre outras citocinas, como a IL-
18 (Barichello; Dal-Pizzol, 2025). Importante destacar que a IL-1p atua a montante de cascatas
inflamatérias mais amplas, induzindo a producdo de IL-6 nos compartimentos neuronais €
gliais, amplificando assim a neuroinflamagdo (Tsakiri ef al., 2008). Clinicamente,
concentragdes plasmaticas elevadas de IL-1f e IL-6 tém sido consistentemente associadas ao
delirium em pacientes criticamente doentes (Mosharaf et al., 2025). Apoiando essa ligacao

translacional, intervengdes experimentais que atenuam comportamentos semelhantes ao
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delirium em modelos animais frequentemente sdo acompanhadas por redug¢des na sinalizagdo
de IL-6 (Rashid et al., 2021). Apesar da forte relagdo dessas citocinas no delirium, nenhum
biomarcador protedmico isolado pode ser utilizado para diagnosticar e predizer o delirium,
sendo ainda necessario a realizacdo de pesquisas moleculares mais aprofundadas para decifrar
biomoléculas-alvo, visando o desenvolvimento de potenciais terapias prognosticas,
diagnosticas e terapéuticas contra o delirium (Mosharaf et al., 2024).

Outro aspecto relevante da fisiopatologia do delirium avaliado neste estudo ¢ o
desequilibrio dos neurotransmissores. A hipotese predominante existente ¢ que ha redugdo da
atividade/tonus neuronal colinérgico, juntamente com o aumento das aminas cerebrais,
especialmente a dopamina, tem um papel central no desenvolvimento do delirium. Além disso,
alteragdes no metabolismo do triptofano sob condi¢des inflamatérias levam a diminui¢ao dos
niveis de serotonina ¢ ao acumulo de aminodcidos excitotoxicos, além de uma ativagao
glutamatérgica aumentada dos receptores NMDA, que também sdo considerados contribuintes
chave (Fan et al., 2024). Nos modelos utilizados neste trabalho, a exposicdo ao ambiente
semelhante a UTI ndo diminuiu os niveis de acetilcolina nem aumentou a atividade da
acetilcolinesterase nem nos grupos laparotomia com anestesia ou sepse com UTI, assim como
nao houve alteragdes na via serotoninérgica. Em vez disso, o efeito mais proeminente observado
em ambos os modelos foi a tendéncia de um aumento nas concentragdes de aminas e glutamato,
apos exposicao semelhante a da UTI. Até onde sabemos, este € o primeiro estudo a quantificar
diretamente os niveis de neurotransmissores ap0s exposi¢cado a um ambiente semelhante a uma
UTL

Em geral, as alteragdes de neurotransmissores mais comumente descritas
associadas ao delirium incluem deficiéncias na disponibilidade de acetilcolina, excesso na
liberacao de dopamina, norepinefrina e/ou glutamato; e alteragdes variaveis, como aumento ou
diminui¢do dependendo da causa do delirium, nos niveis de serotonina, histamina e/ou acido
gama-aminobutirico (GABA) (Maldonado, 2013). Os niveis plasmaticos de serotonina e a
atividade da AChE foram avaliadas um estudo de coorte prospectivo em amostras de sangue
coletadas em até 24 h apds a admissao do paciente na UTI. Os autores encontraram que nem a
atividade da AChE sérica nem o nivel de serotonina estiveram associados ao delirium ou a
disfungdo cerebral aguda em pacientes criticos, achados semelhantes aos encontrados neste
estudo em modelo animal (Tomasi et al., 2015). Embora a hipdtese colinérgica seja uma das
teorias classicas da fisiopatologia do delirium, atualmente pode-se considerar que o delirium ¢

uma sindrome multifatorial, em que as alteracdes dos neurotransmissores dependem do modelo
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experimental, da fase da doenga, da regido cerebral analisada e da gravidade da inflamagao,
podendo apresentar variagdes entre diferentes pesquisas.

Em um modelo de laparotomia e anestesia, foi demonstrada uma redugdo dos niveis
cerebrais de acetilcolina, que desencadeia uma resposta neuroinflamatdéria complexa com
aumento de varias citocinas e quimiocinas diferentes (Plaschke et al., 2018). Nos humanos, a
razao plasmatica da tirosina, precursora das aminas, e do triptofano, precursor da serotonina,
com aminoacidos neutros elevados esta associada a incidéncia de delirium (Pandharipande et
al., 2009) Além disso, a atividade da colinesterase durante doengas criticas esta associada ao
delirium (Hughes et al., 2022). Mesmo em modelos animais de cirurgia abdominal sem o
ambiente de UTI, também ¢ possivel observar uma neurotransmissao glutamatérgica anormal
no cortex frontal e no hipocampo, que contribuiu para os déficits cognitivos pos-operatorios.
Houve uma maior liberacdo pré-sindptica de glutamato, com pouco efeito sobre a
neurotransmissao inibitdria. Além disso, a cirurgia abdominal aumentou a ativagdo da microglia
e dos astrocitos e elevou os marcadores inflamatorios centrais (Zhang et al., 2024)

Neste estudo, ndo foram observadas diferencas significativas na produgao de EROs
entre os grupos com e sem ambiente de UTI, apesar de os valores indicarem uma tendencia de
aumento. Em um modelo de laparotomia simples mais anestesia, os camundongos apresentaram
um aumento significativo nos niveis de EROs no hipocampo e niveis de superoxido dismutase
(SOD), glutationa peroxidase (GSH-Px) e catalase (CAT) significativamente reduzidos também
no hipocampo. Esses dados sugerem que o estresse oxidativo anormalmente ativado pode estar
envolvido nos mecanismos subjacentes do delirium pds-operatorio (Zhang et al., 2018).

Apesar dos achados deste estudo, varias limitagcdes devem ser consideradas ao
interpretar os resultados. Embora tenha-se incorporado caracteristicas recomendadas pelo
NIDUS, nao foram avaliados de forma mais abrangente outros dominios relevantes para o
delirium, incluindo distarbios sono-vigilia, pensamento desorganizado ou padrdes
eletroencefalograficos (EEG). Em modelo de laparotomia + anestesia, os animais com
condi¢des simuladas de UTI apresentaram alteragdes no EEG e no ritmo circadiano semelhantes
as observadas em pacientes delirantes internados em UTI (Dulko et al., 2023). Essas alteracdes
quando avaliadas nesse modelo podem demonstrar ainda mais a validade do método,
principalmente no modelo de sepse.

Uma limitacdo importante deste estudo ¢ a falta de avaliagdo direta do sono. A
perturbacdo do sono ¢ um componente central do ambiente da UTI e pode contribuir para
alteragdes comportamentais; no entanto, o sono nao foi quantificado diretamente, nem o

desenho experimental teve como objetivo modelar a privagdo de sono isolada. Em vez disso, o
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ambiente semelhante ao da UTI foi projetado para reproduzir um conjunto mais amplo de
estressores comumente vivenciados por pacientes criticos, incluindo exposi¢do continua a luz,
ruido, manipulacdo, perturbacdo circadiana e imprevisibilidade ambiental. Além disso, o
delirium foi induzido em animais relativamente jovens. Cabe para estudos futuros, essas
investigacdes com animais mais velhos ou com fatores de risco estabelecidos para delirium,
como comorbidades cronicas ou modelos transgénicos da doenca de Alzheimer, além da
incorporagdao de outras caracteristicas relevantes para o estudo do delirium que nao foram

abordadas neste trabalho.
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6. CONCLUSAO

A incorporagdo de um ambiente semelhante ao de UTI em dois modelos de delirium
amplamente utilizados sugere um possivel aumento da robustez dos métodos ao reproduzir
algumas alteragcdes neurocognitivas e neuroquimicas associadas a sindrome, potencialmente
melhorando a relevancia translacional para a pratica clinica.

Dada a relativa simplicidade, a adi¢ao de um ambiente semelhante a uma UTI tende
a representar uma abordagem valiosa que pode ser rotineiramente adotada em pesquisas pré-
clinicas sobre delirium. Estudos futuros devem incorporar outras caracteristicas relevantes para

o estudo da condi¢do e fortalecer os achados aqui descritos.
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