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RESUMO

A sepse ¢ uma disfungdo organica com risco de vida causada por uma resposta desregulada do
hospedeiro a infecgdo. Trata-se de uma condicdo dificil de caracterizar, com uma fisiopatologia
complexa e que pode acarretar sequelas neurologicas e psiquiatricas a longo prazo. Dentre os
aspectos fisiopatologicos da sepse pode-se observar alteragdes importantes na resposta
imunolodgica do individuo, que afeta o sistema periférico e o sistema nervoso central. Dentre as
consequéncias da sepse ao SNC, hd o aumento da neuroinflamacgao e alteragdes dos fatores
neurotroficos. Essas alteragdes podem ser observadas também como parte da fisiopatologia de
transtornos psiquiatricos, como a depressdo. A depressdo ¢ uma das consequéncias a longo
prazo da sepse, entretanto, ndo ¢ bem compreendido como essas duas condi¢des interagem.
Sendo assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do estresse cronico moderado
(ECM) sobre os fatores neurotroficos no cérebro de ratos submetidos ao modelo de sepse
induzido por ligacdo e perfuragdo cecal (LPC). Foram utilizados ratos Wistar machos, os quais
foram submetidos ao modelo de sepse induzido por LPC. Trinta dias ap6s o procedimento de
LPC, os animais foram submetidos, durante quarenta dias, ao modelo animal de depressao
induzido por ECM. Apos, os animais foram levados a eutandsia para a retirada de estruturas
cerebrais, incluindo cértex frontal, hipocampo e estriado. Além do mais, foi coletado sangue
periférico para a separagdo do soro e dosados os niveis do hormdnio adrenocorticotrofico
(ACTH) e cortisol. Nas estruturas cerebrais foram avaliados os niveis de fator neurotrofico
derivado do cérebro (BDNF), fator de crescimento nervoso (NGF), fator neurotrofico derivado
da linhagem de células gliais (GDNF), a neurotrofina 3 (NT-3) e a neurotrofina 4 (NT-4). O
ECM aumentou os niveis de ACTH e corticosterona em todos os grupos tratados, indicando
ativacao do eixo Hipofise-Pituitaria-Adrenal (HPA). Individualmente, LPC e ECM reduziram
os niveis de BDNF, NT-3, NT-4, NGF e GDNF no cortex frontal e hipocampo. Quando
combinados (LPC+ECM), esses efeitos foram mais pronunciados, com redugdes mais
acentuadas em BDNF, NT-3 e NGF, sugerindo um efeito sinérgico. Além disso, o ECM isolado
reduziu NT-4 e GDNF, enquanto a sepse isolada diminuiu GDNF no cortex frontal. Esses
achados indicam que ambos os modelos comprometem a neuroplasticidade, com impactos

neurotroficos mais graves quando associados.

Palavras-chave: Sepse; Neuroinflamagdo; Depressao; Neurotrofinas; Estresse Cronico

Moderado; Ligagao e Perfuracdo Cecal



ABSTRACT

Sepsis is a life-threatening organ dysfunction caused by a dysregulated host response to
infection. It is a difficult condition to characterize, with complex pathophysiology and which
can lead to long-term neurological and psychiatric sequelac. Among the pathophysiological
aspects of sepsis, important changes can be observed in the individual's immune response,
which affects the peripheral system and the central nervous system. Among the consequences
of sepsis on the CNS, there is an increase in neuroinflammation and changes in neurotrophic
factors. These changes can also be observed as part of the pathophysiology of psychiatric
disorders, such as depression. Depression is one of the long-term consequences of sepsis;
however, it is not well understood how these two conditions interact. Therefore, the aim of this
study was to evaluate the effects of moderate chronic stress (MCS) on neurotrophic factors in
the brain of rats subjected to the cecal ligation and perforation (CPL)-induced sepsis model.
Male Wistar rats were used and subjected to the CPL-induced sepsis model. Thirty days after
the CPL procedure, the animals were subjected to the induced MCS depression animal model
for forty days. Afterwards, the animals were euthanized for removal of brain structures,
including the frontal cortex, hippocampus and striatum. In addition, peripheral blood was
collected for serum separation and adrenocorticotropic hormone (ACTH) and cortisol levels
were measured. In the brain structures, the levels of brain-derived neurotrophic factor (BDNF),
nerve growth factor (NGF), glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF), neurotrophin 3
(NT-3) and neurotrophin 4 (NT-4) were evaluated. MCS increased ACTH and corticosterone
levels in all treated groups, indicating activation of the Pituitary-Pituitary-Adrenal (PPA) axis.
Individually, CPL and MCS reduced the levels of BDNF, NT-3, NT-4, NGF, and GDNF in the
frontal cortex and hippocampus. When combined (CPL+MCS), these effects were more evident
, with more accentuated reductions in BDNF, NT-3, and NGF, suggesting a synergistic effect.
Furthermore, MCS alone reduced NT-4 and GDNF, whereas sepsis alone decreased GDNF in
the frontal cortex. These findings indicate that both models compromise neuroplasticity, with

more severe neurotrophic impacts when associated together.

Keywords: Sepsis; Neuroinflammation; Depression; Neurotrophins; Moderate Chronic Stress;

Cecal Ligation and Perforation
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1 INTRODUCAO
1.1 CONCEITO E FISIOPATOLOGIA DA SEPSE

A sepse define-se por uma disfungdo organica com risco de vida causada por uma
resposta desregulada do hospedeiro & infecgdo (Singer et al., 2016). E uma das principais causas
de mortalidade entre pacientes gravemente doentes, com aproximadamente 49 milhdes de casos
e 11 milhdes de dbitos anualmente, correspondendo a cerca de 20% de todas as mortes no
mundo (Singer et al., 2016; Sakr et al., 2018; Rudd et al., 2020). Ademais, os pacientes que
sobrevivem ao quadro de sepse geralmente apresentam deficiéncias fisicas, psicoldgicas e
cognitivas a longo prazo, com significativas implicagdes sociais e de satde (Iwashyna et al.,
2010).

A sepse ¢ uma condicao sindromica dificil de caracterizar, com um distarbio
metabolico celular como condi¢@o principal em conjunto com o desenvolvimento de faléncia
de 6rgios (Rodriguez et al., 2016). Uma resposta imune, inicialmente apropriada, se torna
desregulada na sepse, resultando em uma cascata de processos pro-inflamatorios e anti-
inflamatorios. Na fase aguda da doenga, receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs),
localizados na membrana celular ou no espago intracelular, reconhecem os padrdes moleculares
associados a danos ou a patdogenos nas células imunes. Esses reconhecimentos induzem uma
tempestade de citocinas, ativando excessivamente o sistema imunologico (Pan et al., 2022). A
ativacdo do sistema imunoldgico resulta na produg¢do de outras citocinas, incluindo a
interleucina (IL)-1, IL-6, Tumor Necrosis Factor a (TNF-a), fator regulador de interferon 7 e
proteina adaptadora 1. Ocorre ainda a ativacdo de inflamassomas, com a liberacdo de citocinas
IL-1B e IL-18 (Danielski et al., 2020; Addissouky et al., 2023). Além da inflamacdo sistémica,
a disfuncao metabdlica, disfungao mitocondrial e piroptose também fazem parte do mecanismo
fisiopatologico da sepse (Pan et al., 2022; Addissouky et al., 2023).

Com a progressao da sepse, diversos 0rgdos e sistemas sdo gravemente afetados,
entre os quais o sistema nervoso central (SNC) ¢ um dos mais vulneraveis (Caraballo e Jaimes,
2019). A neuroinflamagdo, alteracdes na barreira hematoencefalica (BHE), disfungdes em
células cerebrais e disfungdes na microcirculagao sdo caracteristicas do impacto da sepse sobre

o SNC (Pan et al., 2022).



1.1.1 Sepse e o Sistema Nervoso Central

Complicagdes neuroldgicas sdo frequentes em pacientes sépticos e podem variar de
delirio e encefalopatia a déficits cognitivos persistentes. A disfuncao cerebral induzida pela
sepse, conhecida como encefalopatia associada a sepse (sepsis-associated encephalopathy-
SAE), ¢ altamente prevalente e de inicio precoce. Essa condig@o se caracteriza por alteragdes
no nivel de consciéncia sem evidéncias diretas de infec¢do no SNC (Addissouky et al., 2023;
Pan et al., 2022). A longo prazo, o comprometimento cognitivo € a principal manifestagcdo da
SAE, podendo ser acompanhado de consequéncias psiquiatricas graves (Czempik et al., 2020).

O aumento da permeabilidade e diminuicdo da integridade da BHE ¢ uma das
principais causas da SAE e do dano sistémico resultante. A BHE atua como uma barreira fisica
em condicao fisioldgica normal, pois as proteinas de juncdo estreita entre as células endoteliais
microvasculares restringem a difusdo de moléculas através das células. Isso garante um controle
do fluxo molecular através da BHE (Erikson et al., 2020; Gu et al., 2021). Em pacientes com
sepse, a expressao de proteinas de juncdo estreita € reduzida no tecido cerebral, indicando dano
a barreira (Pan et al., 2022).

Na sepse, a microglia, astrdcitos, pericitos e neutrofilos participam do dano a BHE
através da amplificagdo da cascata inflamatdria. Os astrécitos podem expressar o fator de
crescimento endotelial vascular A (vascular endothelial growth factor A, VEGF-A), seguido
pela ativagdo da 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS), inibi¢do da expressao de proteinas de
jungdo estreita, a claudina-5 e a ocludina. Em bloco, todos esses fatores atuam interrompendo
a func¢do da BHE, cuja integridade de sua membrana basal ¢ danificada conforme esquematiza
a figura 1. A perda da permeabilidade e integridade da BHE ¢ uma das principais causas de
disfungao cerebral induzida pela sepse e consequente dano sistémico (Pan et al., 2022).

O silenciamento de fatores de transcricdo, como o fator nuclear-xB (Nuclear
Factor-kappa B, NF-kB) ocasiona efeitos nos macrofagos e no fenétipo e metabolismo da
microglia. O seu papel € crucial na estimulacdo da inflamagao, regulando aspectos da resposta
imune inata e adaptativa. O desequilibrio na regulagao do NF-xB, também mostrado na figura
1, pode acarretar consequéncias devastadoras, como distirbios neurodegenerativos e

inflamagao cronica (Pan et. al., 2022).
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Figura 1. Esquema simplificado da ativacdo da microglia e seu papel na lesdo de neurdnios durante a sepse

(Adaptado de Castro et al., 2022)

Em relacdo a disfun¢do das células cerebrais, a microglia, um subgrupo de
macrdfagos no cérebro e um dos componentes da glia, possui uma func¢ao importante em lesoes
e doencas que atingem o SNC (Castro et al., 2022). A microglia ativada apresenta dois
fenotipos, M1 e M2, que se diferenciam entre si devido a sua fungdo e marcadores de antigeno.
A microglia do tipo M1 proporciona resposta pro-inflamatoria, enquanto a M2 desempenha
papel protetor nos neurénios (Li et al., 2021). A micrdglia fendtipo M2 também contribui com
a sobrevivéncia e o crescimento neuronal secretando fatores neurotréficos como o fator de
crescimento da insulina 1 (/nsulin-like Growth Factor 1,1GF-1), o fator neurotréficos derivado
do cérebro (Brain-derived neurotrophic factor, BDNF), o fator de crescimento transformador
B (Transforming growth factor-beta, TGF-B) e o fator de crescimento nervoso (nerve growth
factor, NGF) (Tauber et al., 2021). Entretanto, a sepse confere a micréglia o fenotipo M1,
favorecendo a produgdo de fatores pro-inflamatérios e neurotoxicos, expandindo assim as
respostas inflamatdrias e os danos neuronais ao SNC (Pan et. al., 2022).

Embora um numero crescente de estudos tenha descrito as alteragdes no SNC
induzidas pela sepse (Chen et al., 2020; Piva et al., 2023), muitos mecanismos ainda precisam
ser mais bem compreendidos, incluindo as modificagdes nos niveis de fatores neurotroficos
associadas a doenga. Nesse contexto, os modelos animais representam ferramentas essenciais

para investigar as vias e 0s processos bioldgicos afetados pela sepse (Addissouky et al., 2023).



1.1.2 Modelo animal de sepse induzido por ligacio e perfuracio cecal

O modelo animal de sepse induzido por ligacdo e perfuragdo cecal (LPC) ¢
considerado o modelo padrao-ouro para estudos pré-clinicos (Hubbard et al., 2005; Dejager et
al., 2011). O modelo ¢ induzido a partir da perfuracdo e ligagdo do ceco dos animais. Este
modelo ¢ capaz de induzir reagdes semelhantes a sepse em termos de alteragdes inflamatdrias,
imunolégicas, hemodinamicas e bioquimicas. Portanto, o0 modelo de LPC ¢ comumente usado
em estudos de comprometimento cognitivo induzido pela sepse (Qin et al., 2023).

Além das alteragdes ja descritas, o modelo animal de sepse induzido por LPC ¢
capaz de alterar os niveis de neurotrofinas (NTs) no cérebro de ratos (Comim et al., 2014;
Aguiar-Geraldo et al., 2025). Em um estudo recente, Aguiar-Geraldo e colaboradores (2025)
demonstraram que o modelo de LPC pode modificar os niveis de BDNF, NGF e fator
neurotrofico derivado da linhagem de células gliais (Glial Cell Line-Derived Neurotrophic
Factor, GDNF) no cortex frontal, hipocampo e/ou estriado de ratos. Esses achados reforcam o
papel das alteragdes em NTs na fisiopatologia da sepse e destacam esse modelo como uma

ferramenta util para investigar os seus impactos nesse sistema.

1.2 FATORES NEUROTROFICOS

As NTs desempenham um papel primordial em diversas fungdes no SNC, tais como
a regulagdo da sobrevivéncia neuronal, plasticidade sinaptica, apoptose, regulacdo das fungdes
imunolégicas, diferenciacdo e crescimento neuronal (Park e Poo 2013). No grupo de NTs inclui-
se o BDNF, o NGF, o GDNF, a neurotrofina 3 (NT-3) e a neurotrofina 4 (NT-4) (Gibon e
Barker, 2017; Morel et al., 2020).

O BDNF ¢ uma neurotrofina fundamental para a fun¢do do SNC. O seu papel ¢
fundametal no desenvolvimento do sistema nervoso, causa influéncia na diferenciacao celular,
na apoptose, na neurogénese € na sinaptogénese. O GDNF possui efeitos pronunciados na
sobrevivéncia de neurdnios dopaminérgicos do mesencéfalo. A ligagdo do GDNF aos seus
receptores desencadeia diversas vias de sinalizagdo intracelular que desempenham papéis na
promogdo do desenvolvimento, sobrevivéncia e manutencao das interagdes neuronio-neurdnio
e neurdnio-tecido-alvo. O NGF ¢ importante para a sobrevivéncia, o crescimento € a
manutengao de tipos especificos de neurdnios no sistema nervoso central e periférico (Cappoli,

et.al., 2020; Allen, et al., 2013; Cintrén-Colon, et. al., 2020).
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A sintese das NTs ocorre no reticulo endoplasmatico rugoso (RER) das células, a
partir de sua forma precursora conhecida como pré-neurotrofinas (pré-NTs). Essas, por sua vez,
originam as pro-neurotrofinas (pr6-NTs), que passam por alteragdes pos-transducionais no
aparelho de Golgi até a rede trans-Golgi, resultando na forma madura das NTs (Al-Qudah et
al., 2016). As pro-NTs podem ser classificadas de acordo com sua via secretora em dois grupos:
secre¢do constitutiva e secre¢do regulada. Na secrecdo constitutiva, pequenas vesiculas liberam
NTs maduras de forma continua, independentemente de estimulos externos. Ja a secre¢do
regulada requer estimulos extracelulares, como variacdes de pH e concentragdo de calcio, sendo
mediada por vesiculas maiores e mais proeminentes (Al-Qudah et al., 2016).

As NTs realizam suas fungdes fisiologicas ligando-se a duas classes distintas de
receptores de superficie celular. A primeira classe inclui os trés membros da familia de
receptores tirosina quinase relacionados a tropomiosina (Trk). O receptor Trk possui trés
dominios, um extracelular, um transmembrana ¢ um intracelular que contém o dominio da
tirosina quinase catalitica (Al-Qudah et al., 2016; Kumar et al., 2017). Esses receptores sao
subdivididos em TrkA, TrkB e TrkC, onde o TrkA se liga ao NGF, TrkB ao BDNF e NT-4/5,
e TrkC se liga @ NT-3. Cada NT se liga seletivamente e com uma alta afinidade ao seu receptor
(Xue et. al., 2021). A expressao dos receptores Trk ¢ diferente dependendo da 4rea do encéfalo
avaliada. A expressao de TrkA ¢ restrita principalmente ao prosencéfalo basal e a varios nucleos
do tronco cerebral. Ja os receptores TrkB e TrkC sdo altamente expressos no bulbo olfatério,
neocortex, hipocampo, niicleos talamicos e hipotalamicos, cerebelo e tronco cerebral (Zanin et
al., 2017).

A segunda classe dos receptores sao de menor afinidade, conhecidos como
receptores NT de 75 kD (p75NTR) e fazem parte da familia do fator de necrose tumoral (Kumar
et al., 2017). Tanto a forma precursora quanto a madura das NTs (NGF, BDNF, NT-3 e NT-
4/5) podem se ligar ao p75NTR, mas este receptor apresenta maior afinidade pelas pr6-NTs do
que pelas NTs maduras (Rodrigues-Amorim et. al., 2021; Xue et. al., 2021). O receptor p7SNTR
¢ altamente expresso no prosencéfalo basal em neurdnios colinérgicos, no estriado e em alguns
nucleos do tronco cerebral (Glerup et. al., 2016). As neurotrofinas e seus respectivos receptores
sao mostrados na figura 2. As pro neurotrofinas também interagem com a sortilina para induzir
apoptose e alteracdes morfoldgicas em linhagens celulares, células musculares lisas, células de

Schwann e neurdnios primarios em cultura (Zanin et al., 2017).
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Figura 2. Vias de sinalizagdo da neurotrofina. A figura mostra diferentes NTs (NGF, BDNF, NT3 e NT4/5) com
seus receptores de alta afinidade (TrkA, TrkB e TrkC) e o p75NTR, que pode se ligar a todos os NTs mencionados
acima. A figura também mostra as principais vias de sinalizac@o intracelular e os diferentes efeitos na célula.
Varias vias de sinalizagdo sdo desencadeadas pelo envolvimento do Trk, mas as mais bem caracterizadas sdo as
fosfatidilinositol 3 cinases indutoras de ligagdo (PI3K)-Akt, a proteina cinase ativada por mitdgeno/cinase regulada
por sinal extracelular (MAPK-ERK) ¢ a fosfolipase C-y1 especifica de fosfoinositideo (PLCyl). A via MAPK-
ERK ¢é modulada por uma cascata de sinalizacdo que inclui Ras, que esta envolvida na diferencia¢do neuronal e
na sobrevivéncia celular. A sinalizagdo via PI3K-Akt pode ser ativada independentemente ou dependente de Ras.
A via de sinalizacdo PLCy]1 regula varias vias relacionadas a atividade neuronal e a sinapse e ao desenvolvimento
adequado do cérebro. A sinalizagdo desencadeada pelos receptores p75SNTR contribui para decidir o destino da
célula, promovendo a sobrevivéncia ou a apoptose. A sobrevivéncia celular é promovida no caso da ativagao da
sinalizagdo NF-kappaB. No entanto, a ativagdo de p75SNTR através da ligacdo ao ligante também pode ativar a
cascata de sinaliza¢@o da cinase N-terminal Jun (JNKs), induzindo a apoptose (Adaptado de Bohmwald et al.,
2022).

As NTs, na presenga dos receptores descritos, modulam a sinalizagdo robusta, a
afinidade de ligacdo, as fungdes do SNC, e at¢ mesmo o aumento da sobrevivéncia celular
(Wang et al., 2019). A ligag¢do de pro-NTs com o receptor p7SNTR pode induzir uma cascata
de sinalizagdo com diversas funcdes em diferentes linhagens celulares, como trafego
intracelular, armazenamento de proteinas, apoptose e plasticidade sinadptica. A ativacdo de
p75NTR através da ligagdo ao ligante também pode ativar a cascata de sinalizagdo da cinase N-
terminal Jun (Jun-kinase), induzindo a apoptose (Zanin et al., 2017; Bohmwald et al., 2022).
Por sua vez, varias sdo as vias de sinalizacdo desencadeadas pela ativagdo de Trk, mas as mais
bem caracterizadas sdo as indutoras de ligacao fosfatidilinositol 3-quinases (PI3K)-Akt, a

proteina quinase ativada por mitdgeno/quinase regulada por sinal extracelular (MAPK-ERK) e
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a fosfolipase C-y1 especifica de fosfoinositideo (PLCy1). Essas vias de sinaliza¢ao exercem um
papel fundamental nas respostas inflamatorias e de estresse em varios tipos de células, incluindo
a microglia (Kumar et al., 2017; Bohmwald et al., 2022). Dessa forma, as NTs efetuam suas
fungdes para a manutencao do correto funcionamento neuronal, sendo que o seu desequilibrio
pode levar a diversas consequéncias ao SNC (Bohmwald et al., 2022).

Alteragdes na expressao ou nos niveis de NTs podem ser encontrados em diversas
doengas neurodegenerativas e transtornos psiquidtricos (Barker et al., 2024; Oyovwi et al.,
2025; Rahmatkar e Singh, 2025). A depressdo tem sido vinculada a alteragdes estruturais e
celulares, como perda neuronal e disfun¢do sindptica, em regides cerebrais cortico-limbicas que
controlam o humor e emogdes (Duman e Aghajanian, 2012). Entre muitos candidatos, os fatores
de crescimento neurotréficos e as vias de sinalizagdo relacionadas constituem os principais
participantes da neuroplasticidade. Isso sugere que o comprometimento na sinalizagdo de
fatores neurotroficos e de crescimento pode estar associado ao humor deprimido (Levy et al.,

2018).

1.3 CONCEITO E FISIOPATOLOGIA DA DEPRESSAO

A depressdo € uma condicdo psiquiatrica grave, cronica e recorrente, a qual estima-
se atingir 276,6 milhdes de pessoas ao redor do mundo (GBD 2019 Mental Disorders
Collaborators, 2019). A depressdao ¢ uma das principais causas de perda de produtividade,
impactando negativamente, ndo somente o individuo portador, mas também a sociedade no
contexto econdmico. A depressdo estd também associada a incapacidade e reducdo na
expectativa de vida, devido ao aumento acentuado na vulnerabilidade a outras condigdes
médicas e, em casos mais graves do transtorno, o suicidio (Beurel et al., 2020).

Entre os sintomas da depressao, podem ser observados um humor persistentemente
baixo ou deprimido, diminui¢do do interesse em atividades prazerosas (anedonia), sentimento
de culpa ou inutilidade, falta de energia, baixa concentracdo, alteragdes de apetite e peso
corporal, retardo psicomotor ou agitagdo, disturbios do sono ou pensamentos suicidas
(American Psychiatric Association, 2023). Para ser diagnosticado com depressdo o individuo
deve apresentar cinco dos sintomas acima mencionados, dos quais um deve ser humor
deprimido ou anedonia, causando comprometimento social ou ocupacional (American
Psychiatric Association, 2023; Bains e Adjadib, 2023). A fisiopatologia da depressdao ¢
complexa e ainda ndo completamente elucidada, mas sabe-se que diversos fatores estdo

associados ao desenvolvimento e progressdo do transtorno. Estudos sugerem que a
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neuroinflamagao, alteragdes em niveis de NTs e alteragdes na resposta a estimulos estressores
possuem papel importante nesse processo (Troubat et al., 2021; Xue et al., 2021; Guo et al.,
2025).

Evidéncias sugerem que a depressado esta associada a uma ativagao imune sistémica,
compreendendo anormalidades em marcadores inflamatorios, nimero de células imunes e
niveis séricos de anticorpos (Gibney e Drexhage, 2013, Miiller, 2014; Beurel et al., 2020). Ja é
bem descrito que citocinas pré-inflamatorias e proteinas de fase aguda, como IL-6, TNF e
proteina C reativa, se encontram aumentados em pacientes com depressao quando comparados
a controles (Miller et al., 2009, Stewart et al., 2009). Além do mais, uma meta-analise indicou
mais de 10 biomarcadores inflamatorios aumentados na depressao (Kohler et al., 2017). Da
mesma forma, sabe-se que os desafios imunologicos, como a administragdes de
lipopolissacarideos (LPS) ou Salmonella typhi, ativam a micréglia e induzem sintomas
depressivos; com a gravidade dos sintomas sendo diretamente correlacionada com altos niveis
sanguineos de citocinas pro-inflamatdrias (Reichenberg et al., 2001; Harrison et al., 2009;
Grigoleit et al., 2011). Além disso, é sugerido que a neuroinflamagdo ¢ capaz de influenciar nos
niveis e fun¢do de fatores neurotroficos, como o BDNF, fator chave da fisiopatologia da
depressao (Lima Giacobbo et al., 2018, Xue et al., 2021).

Diversos estudos vém relacionando alteragdes nos niveis de NTs com a
fisiopatologia de transtornos psiquiatricos, incluindo a depressao (Xue et al., 2021; Duman e
Aghajanian, 2012; Pan et al., 2022). Os niveis séricos de BDNF foram encontrados diminuidos
em pacientes com depressao quando comparado a individuos controles (Guan et al., 2021),
Além do mais, muitos medicamentos utilizados para o tratamento do transtorno, como
fluoxetina, sertralina e paroxetina, sdo capazes de aumentar os niveis de BDNF séricos e
cerebrais (Bjorkholm e Monteggia, 2016). Ja o GDNF vem sendo avaliado por sua possivel
interagdo com sistemas de neurotransmissores em areas importantes para a regulacdo do humor,
como o cortex frontal (Tsybko et al., 2014). Sendo assim, as NTs sdo elementos importantes
para estudo, a fim de se adquirir uma melhor compreensao sobre a fisiopatologia da depressao.

O estresse também vem sendo estudado como um dos fatores chave para o inicio e
progressdo da depressdo. A resposta ao estresse ¢ um mecanismo evolutivamente conservado
que permite que os organismos se adaptem a ameacas ambientais ativando os sistemas
autondmico, neuroendocrino e imunoldgico (Herman, 2013; McEwen et al., 2015; Taborsky et
al., 2021). Um componente-chave ¢ o eixo HPA, que, apds ativagdo, desencadeia a secrecao de
glicocorticoides (GCs) (de Kloet et al., 2018). Os GCs atuam por meio de receptores

mineralocorticoéides (MR) e receptores glicocorticoides (GR), com o GR desempenhando um
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papel crucial na regulagao do feedback negativo do eixo HPA (Herman, 2013). Embora o
estresse agudo seja essencial para manter a homeostase (de Kloet e Joéls, 2023), o estresse
prolongado ou cronico interrompe essa regulagdo, levando a mudangas desadaptativas e efeitos
adversos a saude, como hipertensao, sindrome metabdlica, diabetes, transtornos psiquiatricos e
doencas neurodegenerativas (Radley et al., 2015).

O estresse cronico € um fator de risco significativo para a depressdo, com estudos
clinicos ligando eventos estressantes ao inicio do transtorno (Kendler et al., 1999; Kessler,
1997; Park et al., 2015). Estressores na vida adulta, como doencas, dificuldades financeiras,
perda de emprego e violéncia, bem como maus-tratos na infancia, aumentam o risco de
depressao (Teicher e Samson, 2013; Juruena, 2014; Li et al., 2016). Estudos sugerem que o
estresse no inicio da vida contribui para a depressao por meio da disfun¢do do eixo HPA,
particularmente a hipofun¢do dos GRs (Stetler e Miller, 2011). Além disso, individuos com
depressao apresentam niveis aumentados de cortisol em resposta ao estresse (Nandam et al.,
2020; Zajkowska et al., 2022), indicando que a regulagdo prejudicada do eixo HPA afeta o
inicio, a gravidade e a cronicidade da depressdo. De fato, modelos animais induzidos por
estresse sdo ferramentas Uteis para investigar a fisiopatologia do transtorno. A ativagao do eixo
HPA e a perda do feedback negativo ocorrem em mais de 50% dos pacientes deprimidos,

destacando o impacto desse sistema enddcrino nos transtornos de humor.(Duman e Aghajanian,

2012).

1.3.1 Modelo animal de depressio induzido por estresse cronico moderado

O modelo animal de depressao induzido por estresse cronico moderado (ECM) foi
inicialmente desenvolvido por Katz e colaboradores (1981), sendo aperfeicoado anos depois
por Willner e colegas (1987). O modelo induzido por ECM mimetiza o desenvolvimento
cronico de um estado depressivo interno em resposta a um estimulo estressor imprevisivel (Hill
et al., 2012). Geralmente, roedores sdo submetidos a uma série de estressores durante semanas
consecutivas. Esses estressores incluem privagao de dgua e comida, alteragdes circadianas,
inclinagdo da gaiola ou caixa de moradia, natacdo forcada, conten¢do e outros estimulos
semelhantes (Antoniuk et al.,, 2019). Animais expostos ao protocolo de ECM apresentam
alteracdes na preferéncia por sacarose, perda de peso e apetite e alteragdes enddcrinas.
Atualmente, o modelo de ECM ¢ amplamente aceito como o modelo valido de depressao
comportamental em roedores, sendo utilizado para examinar os fundamentos neurobioldgicos

do transtorno (Willner et al., 2017).
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Uma meta-analise demonstrou que o protocolo de ECM representa um modelo
animal de depressdo robusto, sendo fortemente associado com o comportamento de anedonia
em roedores (Antoniuk et al., 2019). Dentre os mecanismos cerebrais que norteiam o protocolo
de ECM pode-se observar disfungdes no eixo HPA, como alteragdes na sinalizagao de GRs e
nos niveis de GCs dos animais. Além do mais, alteragdes em fatores neurotréficos, como o
BDNF, podem ser induzidas pelo modelo (Willner et al., 2017). Essas caracteristicas reforcam
a relevancia do modelo para os objetivos do presente estudo, permitindo a investigacdo dos

mecanismos neurobiologicos subjacentes a depressao.

1.4 FATORES NEUROTROFICOS, SEPSE E DEPRESSAO

A perturbagdo da homeostase cerebral ocorre devido a danos excessivos, aumento
da sensibilidade e exposic¢ao cronica ou recorrente a estimulos. Isso resulta em aparecimento de
transtornos neuropsiquiatricos. As doengas psiquiatricas possuem amplo espectro de sintomas,
mas pode-se citar fendmenos comuns nesses transtornos, como a desordem na sinalizacdo de
neurotransmissores excitatorios/inibitorios e perda da fun¢ao neuronal, levando a distarbios de
humor e comportamentais, além de comprometimento cognitivo (Giacobbo, et. al., 2019).

A resposta inflamatoria sistémica exacerbada induzida pela sepse e a SAE tém sido
cada vez mais associada ao desenvolvimento de sintomas depressivos a longo prazo (Li et al.,
2024). Como descrito anteriormente, durante o processo séptico, ocorre uma liberagdo macicga
de citocinas pro-inflamatorias que ndo apenas afetam os 6rgaos periféricos, mas também podem
impactar diretamente o SNC (Gu et al., 2021). Essa inflamag¢ao neuronal persistente pode levar
a alteragdes na neurotransmissao, especialmente nos sistemas serotoninérgico € dopaminérgico,
que sdo cruciais para a regulacdo do humor (Tang et al., 2022; Zhang et al., 2022). Além disso,
a inflamagdo cronica pode causar danos oxidativos e ativar a microglia, levando a
neurodegeneragdo em areas cerebrais ligadas a depressdo, como hipocampo e cortex pré-
frontal. Acredita-se que a lesdo cerebral causada pela sepse se apresenta de forma difusa e esta
intimamente associada ao comprometimento cognitivo. (Mo et al., 2021; Yan et al., 2022; Pan
et.al., 2022). Esse estado inflamatorio prolongado também pode prejudicar o eixo HPA, levando
a uma desregulacdo do cortisol, um fator frequentemente observado em pacientes com
depressao (Gillespie e Nemeroff, 2005; Troubat et al., 2021). Sendo assim, mais estudos que
avaliem a relagdo entre a sepse € a depressao podem auxiliar na compreensao dos mecanismos

que interligam essas duas patologias.



14

Outro ponto importante a ser destacado ¢ a interagdo entre sepse, inflamacao e NTs,
que representa um aspecto essecial na compreensdo dos efeitos neurologicos a longo prazo da
sepse. Durante a sepse, o estado inflamatério exacerbado pode alterar significativamente a
expressao e fun¢do das NTs. A inflamacao sistémica e neuronal pode reduzir os niveis de BDNF
no cérebro, comprometendo a neuroplasticidade e a neurogénese, processos essenciais para a
manutengdo da saude cognitiva e emocional (Lima Giacobbo et al., 2018). Além disso, as
citocinas pro-inflamatorias liberadas durante a sepse podem interferir nas vias de sinalizagao
das NTs, potencialmente levando a um desequilibrio na homeostase neural (Comim et al., 2014;
Aguiar-Geraldo et al., 2025). Essa perturbacdo no equilibrio entre fatores pro-inflamatorios e
NTs pode contribuir para o desenvolvimento de sintomas depressivos e declinio cognitivo

observados em sobreviventes de sepse.

1.5 JUSTIFICATIVA

A sepse desencadeia uma inflamagdo sistémica intensa que pode impactar o SNC,
contribuindo para sequelas neuropsiquidtricas a longo prazo. Esse processo inflamatodrio
compromete a neurotransmissao, ativa a microglia e induz neurodegeneracao em areas cerebrais
fundamentais para a regula¢do do humor. Além disso, a inflamacao cronica pode desregular o
eixo HPA e alterar os niveis de NTs, prejudicando a neuroplasticidade e a fungdo cognitiva.
Alteracdes em parametros inflamatorios e neurotroficos também estdo envolvidas na
fisiopatologia de transtornos psiquiatricos, como a depressao, que pode surgir como uma das
consequéncias tardias da sepse. Diante disso, estudos que investigam a relagdo entre sepse, NTs
e depressdo sdo essenciais para aprofundar essa conexdo, auxiliando no progndstico e no

desenvolvimento de novas abordagens terap€uticas para pacientes sépticos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do ECM sobre os fatores neurotroficos no cérebro de ratos

submetidos ao modelo de sepse induzido por ligagao e perfuragao cecal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os efeitos do ECM sobre os niveis de ACTH e corticosterona no sangue
de ratos submetidos ao modelo de sepse induzido por ligagdo e perfuragdo cecal.

o Avaliar os efeitos do ECM sobre as NTs BDNF, NT-3, NT-4, NGF no cérebro
de ratos submetidos ao modelo de sepse induzido por ligagdo e perfuragdo cecal.

e Avaliar os efeitos do ECM sobre o fator neurotréfico GDNF no cérebro de ratos

submetidos ao modelo de sepse induzido por ligagdo e perfuragdo cecal.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 ANIMAIS E DESENHO EXPERIMENTAL

Este estudo utilizou ratos machos Wistar com 30 dias de idade provenientes do Biotério
da Universidade do Extremo Sul Catarinense. Os animais foram alocados em cinco animais por
caixa (41 x 35 x 16 cm), sob temperatura de 22+1°C, umidade relativa em 45-55 %, e ciclos
claro e escuro de 12 horas (luz acesa as 06:00h). Os ratos tiveram livre acesso a alimentagao
(dieta padrao para animais de laboratério - NUVILAB CR-1®, Brasil) e 4gua. Todos os
experimentos foram realizados de acordo com o Guia do Instituto Nacional de Satde para o
Cuidado e Uso de Animais de Laboratorio e o Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA). Os procedimentos experimentais foram iniciados
somente apos a aprovagdo pela Comissdo de Etica no Uso de Animais Experimentais da

Universidade do Extremo Sul Catarinense, sob protocolo 051-2014-2 (ANEXO A).

3.1.1 Modelo de ligacio e perfuracio cecal

Os animais foram submetidos ao modelo de LPC. Os ratos foram anestesiados
intraperitonealmente (i.p.) com cetamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg). Em seguida, foi
realizada uma laparotomia mediana de 3 cm para permitir a exposi¢ao do ceco ao intestino
adjacente. O ceco foi clampeado com fio de seda 3.0, ligado em sua base, abaixo da valvula
ileocecal, e foi perfurado uma vez com agulha calibre 14. O ceco foi entdo espremido
suavemente para expelir uma pequena quantidade de fezes do local da perfuragdo e depois foi
devolvido a cavidade peritoneal. Com suturas de seda 4.0, a laparotomia foi fechada. Depois
desse processo, todos os animais retornaram para as suas caixas com agua e comida a vontade.
Os animais do grupo Sham foram submetidos a todos os procedimentos cirurgicos, mas o ceco
ndo foi ligado nem perfurado. Apos a cirurgia, o grupo com Sepse recebeu suporte basico (50
mL/kg de soro fisiologico imediatamente e 12 horas apos a LPC; 30 mg/kg de ceftriaxona e 25
mg/kg de clindamicina a cada 6 horas por 3 dias). O grupo Sham recebeu apenas 50 mL/kg de
solucdo salina imediatamente e 12 horas apds a cirurgia, € o volume de solucdo salina
correspondeu a administracdo de antibidtico (Hubbard et al., 2005). A mortalidade dos ratos
submetidos a LPC foi estimada em torno de 30%, de acordo com a literatura (Garcia et al.,

2023).
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3.1.2 Modelo de estresse cronico moderado

Trinta dias depois do procedimento LPC, os ratos foram submetidos ao modelo de ECM.
O protocolo ECM foi adaptado do procedimento descrito por Gamaro et al. (1999). Os animais
foram divididos em dois grupos: controle (sem estresse) e ECM (estresse). Diariamente, durante
quarenta dias, os ratos foram expostos ao ECM através de situagdes de estresse imprevisiveis
(um estressor diferente a cada dia). Foram utilizados os seguintes estressores: (I) 24 horas de
privagdo de alimento; (II) 24 horas com privagdo de agua; (III) 1-3 horas de contengdo
mecanica conforme descrito a seguir; (IV) 1,5-2 horas de contencdo a 4°C; (V) luz
estroboscopica por 120-210 min; e (VI) isolamento social (2—3 dias). A contengdo mecanica
foi realizada colocando o animal em um tubo plastico de 25 x 7 cm e ajustando-o com fita
adesiva na parte externa, nao permitindo a movimentacgao dos ratos. Havia um orificio de 1 cm
na extremidade do tubo para permitir a respiragao. A exposic¢ao a luz estroboscopica foi feita
colocando o animal em uma caixa de compensado de 60 x 60 x 25 cm, dividida em nove
quadrantes de 15 x 15 x 25 cm com parede frontal de vidro. Foi utilizada uma lampada de 40
Watts piscando a uma frequéncia de 60 flashes/min. Os estimulos estressores foram aplicados

em diferentes horarios todos os dias para minimizar a predi¢ao por parte dos animais.

3.1.3 Grupos experimentais e amostras

Os ratos foram randomizados e distribuidos em quatro grupos (n = 6 animais por
grupo): 1) Sham/controle; 2) Sepse/controle; 3) Sham/ECM; 4) Sepse/ECM. Os ratos foram
submetidos a eutanasia apos 24 horas do ultimo estimulo estressor. A partir do corte realizado
por decapitagdo, foram coletadas amostras de sangue periférico em microtubos para posterior
analise dos parametros do eixo HPA. O soro foi obtido por centrifugacdo a 3.000 g por 5
minutos e depois congelado a -80°C até o experimento. Os cérebros dos ratos foram dissecados
em cortex frontal e hipocampo, rapidamente congelados e armazenados a -80°C até a andlise.
As amostras foram homogeneizadas em KCl KH2PO4 (12 mM KCI, 0.038 mM KH2PO4,
pH =7.4) para avaliagdo dos niveis de BDNF, NT-3, NT-4, NGF e GDNF.
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3.2 ANALISES BIOQUIMICAS
3.2.1 Determinacio dos niveis de proteinas

A quantificagdo da concentracao total de proteinas foi realizada conforme descrito
anteriormente (Peterson, 1977), utilizando albumina bovina como padrao. Resumidamente, em
uma placa de 96 pogos foram adicionados 2 pL. da amostra previamente preparada e 98 uL de
agua ultrapura. Em seguida, foram adicionados 100 pL de reagente de Lowry (cobre-tartarato-
carbonato [sulfato de cobre 0,1%; tartarato de potassio 0,2% e carbonato de soédio 10%], dodecil
sulfato de sodio 10%, hidréxido de sodio 1N, e 4dgua ultrapura). Apos a adicdo do Lowry, a
placa foi deixada em incubagdo por 10 minutos, no escuro, a temperatura ambiente. ApoOs esse
periodo, foram adicionados aos pogos 50 pL de reagente de Folin (0,4 N) e a placa ficou
incubada novamente a temperatura ambiente durante 30 minutos, no escuro. Logo apds o

término do periodo de reacdo, a placa foi lida por absorbancia em espectrofotometro a 620 nm.

3.2.2 Niveis de corticosterona e ACTH

Os niveis de corticosterona foram determinados utilizando kits de ensaio
imunoenzimatico (ELISA, Diagnostic Products Corporation, Los Angeles, CA, EUA). As
concentracdes séricas de ACTH foram determinadas utilizando kits de radioimunoensaio
comercialmente disponiveis (Diagnostic Products Corporation) para animais. A coleta sérica

destes hormonios foi realizada pela manha.

3.2.3 Mensuracao dos niveis de BDNF, NGF, NT-3, NT-4 e GDNF

Para a analise dos fatores neurotréficos, os tecidos cerebrais foram homogeneizados em
solu¢cdo tamponada com fosfato (PBS) com fluoreto de fenilmetilsulfonilo 1 mM (PMSF) e
I mM 4cido etilenoglicol-bis (2-aminoetil éter)-N,N,N'N'-tetra-acético (EGTA). Os
homogenatos foram centrifugados a 10.000g por 20 min, e os sobrenadantes foram coletados
para quantificar os niveis de fatores neurotroficos. Os niveis de BDNF, NGF, NT-3, NT-4 e
GDNF no cortex cerebral e hipocampo foram avaliados por kits ELISA disponiveis
comercialmente, de acordo com as instru¢des do fabricante [NGF ¢ BDNF - Chemicon (USA),

GDNF, NT-3 e NT-4 - Biosensis (USA)].
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3.3 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados tiveram sua normalidade testada utilizando o teste de normalidade de
Shapiro-Wilk. Os dados apresentaram distribui¢do normal e foram avaliados através do teste
ANOVA de duas vias, seguido pelo post hoc de Tukey. Os dados normais foram apresentados
em graficos de barras representando a média + desvio padrao da média. Os resultados foram
considerados significativos quando p < 0,05. Todas as andlises estatisticas e representagdes
graficas foram realizadas utilizando o GraphPad Prism versao 10 para Windows (GraphPad

Software, San Diego, California, EUA, www.graphpad.com).



20

4 RESULTADOS

A Figura 3 esta representando os niveis séricos de ACTH (A) e Corticosterona (B)
dos animais submetidos ao modelo animal de LPC ¢ ECM. Os animais submetidos ao modelo
de ECM apresentaram aumento dos niveis desses hormonios em ambos os grupos (Sham e
Sepse), quando comparado aos grupos Controle+Sham e Controle+Sepse.

Dados da ANOVA de duas vias: ACTH Sepse [F (1, 20)=0,3492, p=0,5612]; ECM
[F (1, 20) = 38,04, p<0,0001]; Interacao [F (1, 20) = 0,05613, p=0,8151]; Corticosterona Sepse
[F (1,20)=2,141,p=0,1589]; ECM [F (1, 20) = 76,59, p<0,0001]; Interagao [F (1, 20)=0,2669,
p=0,6111].
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Figura 3 - Niveis de ACTH e Corticosterona em ratos Wistar submetidos ao modelo animal de sepse induzido por
LPC e estresse cronico moderado. As barras representam a média e desvio padrao. Os dados foram analisados por
ANOVA de duas vias, seguido pelo post hoc de Tukey. *p<0.05 em comparagdo com o grupo Sham+Controle.
#p<0.05 em comparag@o com o grupo Sepse+Controle.

A Figura 4 esta representando os niveis de BDNF no hipocampo (A) e cortex frontal
(B) dos animais submetidos ao modelo animal de LPC e ECM. Os animais submetidos somente
ao modelo de sepse apresentaram uma diminuicao dos niveis de BDNF em ambas as estruturas
cerebrais avaliadas. Além disso, 0 mesmo pode ser observado nos animais submetidos somente
ao modelo de ECM. Interessantemente, quando os modelos animais foram combinados, a
diminui¢do dos niveis de BDNF foi maior, quando comparado aos grupos Sham+ECM e

Sepse+Controle.



21

Dados da ANOVA de duas vias: BDNF Hipocampo Sepse [F (1, 20) = 94,05,
p<0,0001]; ECM [F (1, 20) = 68,85, p<0,0001]; Interagao [F (1, 20)=2,121, p=0,1608]; BDNF
Cortex Frontal Sepse [F (1, 20) = 59,68, p<0,0001]; ECM [F (1, 20) = 41,52, p<0,0001];
Interagdo [F (1, 20) = 3,059, p=0,0956].
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Figura 4 - Niveis de BDNF em ratos Wistar submetidos ao modelo animal de sepse induzido por LPC e estresse
cronico moderado. As barras representam a média e desvio padrdo. Os dados foram analisados por ANOVA de
duas vias, seguido pelo post hoc de Tukey. *p<0.05 em comparagdo com o grupo Sham+Controle. #p<0.05 em
comparagdo com o grupo Sepse+Controle. &p<0.05 em comparagdo com Sham+ECM.

A Figura 5 esta representando os niveis de NT-3 no hipocampo (A) e cortex frontal
(B) e NT-4 (C e D) nas mesmas estruturas, respectivamente, dos animais submetidos ao modelo
animal de LPC e ECM. Os animais submetidos a somente ao modelo de sepse apresentaram
diminui¢do dos niveis de NT-3 em ambas estruturas. O mesmo pode ser observado nos animais
submetidos somente ao modelo de ECM. Além disso, quando os modelos animais foram
combinados, a diminui¢do dos niveis de NT-3 foi mais proeminente, quando comparado aos
grupos Sham+ECM e Sepset+Controle. Em relacdo aos niveis de NT-4, o modelo ECM
apresentou efeito significativo na reducao dos niveis no hipocampo, tanto comparado ao grupo
Sham+controle, quanto sepset+controle. No cortex-frontal, o modelo de sepse diminuiu os
niveis de NT-4 tanto no grupo Sepse+Controle, quanto no grupo Sepse+tECM. Além disso, o
modelo ECM apresentou uma redugdo dos niveis de NT-4 quando comparado ao grupo
Sham+controle.

Dados da ANOVA de duas vias: NT-3 Hipocampo Sepse [F (1, 20) = 55,92,
p<0,0001]; ECM [F (1, 20) = 112,2, p<0,0001]; Interagao [F (1, 20) =2,113, p=0,1616]; NT-
3 Cortex-frontal Sepse [F (1, 20) = 32,81, p<0,0001]; ECM [F (1, 20) = 51,56, p<0,0001],
Interagao [F (1,20)=0,8516, p=0,3671]; NT-4 Hipocampo Sepse [F (1,20)=10,45, p=0,0042];
ECM [F (1, 20) = 81,04, p<0,0001]; Interagdo [F (1, 20) = 0,1024, p=0,7523]. NT-4 Cortex
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Frontal Sepse [F (1, 19) = 22.36, p=0.0001]; ECM [F (1, 19) = 103.8, p<0.0001]; Interagdo [F
(1, 19) = 2.785, p=0.1116].
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Figura 5 - Niveis de NT-3 e NT-4 em ratos Wistar submetidos ao modelo animal de sepse induzido por LPC e
estresse cronico moderado. As barras representam a média e desvio padrdo. Os dados foram analisados por
ANOVA de duas vias, seguido pelo post hoc de Tukey. *p<0.05 em comparagdo com o grupo Sham+Controle.
#p<0.05 em comparagdo com o grupo Sepse+Controle. &p<0.05 em comparacdo com Sham+ECM.

A Figura 6 esta representando os niveis de NGF no hipocampo (A) e cortex frontal
(B) dos animais submetidos ao modelo animal de LPC e ECM. No hipocampo, o modelo ECM
induziu uma reducdo dos niveis de NGF nos grupos Sepse+Controle, Sham+ECM e
Sepse+ECM, quando comparado ao grupo Sham-+controle. Além disso, o efeito da sepse foi
potencializado pelo ECM, evidenciado pela diminui¢ao dos niveis dessa neurotrofina no grupo
Sepse+ECM, comparado aos grupos controle+Sepse e ECM+Sham. No cortex frontal, o grupo
submetido somente ao modelo de sepse também teve uma diminui¢do nos niveis dessa
neurotrofina. Entretanto, ainda no cortex frontal, os animais submetidos ao modelo de
Sepse+ECM tiveram uma maior reducao nos niveis de NGF quando comparado aos grupos

sepse+controle ou sham+ECM.
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Dados da ANOVA de duas vias: NGF hipocampo Sepse [F (1, 19) = 80.81,
p<0.0001]; ECM [F (1, 19) = 59.36, p<0.0001]; Interagdo [F (1, 19) = 2.742, p=0.1141]; NGF
cortex-frontal Sepse [F (1, 20) = 15,11, p=0,0009]; ECM [F (1, 20) = 44,49, p<0,0001];
Interagdo [F (1, 20) = 1,581, p=0,2231].
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Figura 6 - Niveis de NGF em ratos Wistar submetidos ao modelo animal de sepse induzido por LPC e estresse
cronico moderado. No grafico A, as barras representam mediana e intervalo interquartil, ¢ os dados foram
analisados pelo Teste de Kruskal Wallis, seguido pelo post hoc Dunn. No grafico B, as barras representam média
e desvio padrdo, e os dados foram analisados por ANOVA de duas vias, seguido pelo post hoc de Tukey. *p<0.05
em comparagdo com o grupo Sham+Controle. #p<0.05 em comparagido com o grupo Sepse+Controle.

A Figura 7 esté representando os niveis de GDNF no hipocampo (A) e cortex frontal
(B) dos animais submetidos ao modelo animal de Sepse e ECM. No hipocampo, os animais que
foram submetidos a sepse (Sepse+Controle e Sepse+ECM) tiveram uma diminui¢do nos niveis
de GDNF quando comparados com o grupo controle. Os animais dos grupos Sham+ECM e
Sepse+ECM tiveram os niveis de GDNF hipocampal diminuidos quando comparados com o
grupo controle e ao grupo Sepse+Controle. No cortex frontal, todos os animais submetidos a
sepse (Sepse+Controle e Sepse+ECM) tiveram uma diminui¢ao nos niveis de GDNF quando
comparado com o grupo controle. O grupo que foi submetido somente a ECM (Sham+ECM)
também tiveram uma diminui¢ao nos niveis de GDNF

Dados da ANOVA de duas vias: GDNF Hipocampo Sepse [F (1, 20) = 9,391,
p=0,0061]; ECM [F (1, 20)=108,1, p<0,0001]; Interacao [F (1, 20)=31,41, p<0,0001]; GDNF
Cortex-frontal Sepse [F (1, 20) = 11,47, p=0,0029]; ECM [F (1, 20) = 58,26, p<0,0001];
Interagao [F (1, 20) = 16,76, p=0,0006].
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Figura 7 - Niveis de GDNF em ratos Wistar submetidos ao modelo animal de sepse induzido por LPC e estresse
cronico moderado. As barras representam a média e desvio padrdo. Os dados foram analisados por ANOVA de
duas vias, seguido pelo post hoc de Tukey. *p<0.05 em comparagdo com o grupo Sham+Controle. #p<0.05 em
comparagdo com o grupo Sepse+Controle.
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5 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que o ECM promoveu um aumento
significativo nos niveis de ACTH e corticosterona tanto em animais Sham quanto nos
submetidos a sepse, quando comparados aos respectivos grupos controle. Os dados encontrados
neste estudo reproduzem dados ja publicados na literatura em que roedores submetidos ao
modelo de ECM apresentaram aumento nos niveis de ACTH e corticosterona (Liu et al., 2014;
Tongtong et al., 2014). E bem descrito na literatura que o0 ECM ¢é um potente ativador do eixo
HPA, levando a liberacdo sustentada de glicocorticdides (Poitras et al., 2024). No presente
estudo, o fato de esse efeito ter sido observado mesmo nos animais Sham sugere que o ECM,
por si so, ¢ capaz de induzir alteragdes neuroenddcrinas significativas, independentemente da
presenga de um quadro infeccioso sistémico, como a sepse.

No presente estudo, os animais submetidos a sepse, mas que ndo foram submetidos ao
ECM, néo apresentaram alteragdes nos niveis de ACTH e de cortisol. E importante ressaltar
que esses parametros do eixo HPA foram avaliados apenas 30 dias ap6s serem submetidos ao
modelo de sepse. Um estudo prévio demonstrou que 17 dias apds ao modelo de LPC, os ratos
apresentaram aumento de ambos, ACTH e corticosterona (Comim et al., 2010). Juntos esses
resultados sugerem que, na fase tardia avaliada (30 dias pos-sepse), o eixo HPA pode ter se
normalizado, indicando uma possivel recuperacdo da fun¢do neuroenddcrina apos o insulto
séptico inicial.

No contexto da sepse, a ativagdo do HPA ja ¢ esperada como parte da resposta ao
estresse fisiologico agudo (Annane et al., 2016). Esse dado ¢ particularmente relevante, uma
vez que niveis persistentemente elevados de corticosterona podem suprimir a resposta imune e
aumentar a susceptibilidade a danos teciduais, agravando o prognostico em condi¢des criticas
(Xu et al., 2025). Estudos prévios demonstram que animais submetidos ao modelo de sepse
induzidos por LPC, 10 e 17 dias apds o procedimento apresentaram diminui¢ao do consumo de
sacarose, um comportamento considerado do tipo depressivo. Além disso, nesse mesmo estudo
os autores observaram que esse tipo-depressivo foi acompanhado por alteracdes
fisiopatologicas que sdo observadas em pacientes com depressao como diminuicdo de ACTH e
cortisol nos animais (Comim et al., 2010)

Os resultados do presente estudo demonstraram que tanto a sepse induzida LPC quanto
0o ECM foram capazes de reduzir significativamente os niveis de BDNF no hipocampo e cortex
frontal quando aplicados isoladamente. Essas estruturas cerebrais sdo particularmente

importantes para processos cognitivos e de regulacdo emocional (Li et al., 2015; Rubin-Falcone
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et al., 2020), sendo o BDNF um fator neurotrofico essencial para a plasticidade sinaptica e
sobrevivéncia neuronal (Lu et al., 2014; Colucci-D'Amato et a., 2020). De fato, estudos
anteriores ja demonstraram que animais submetidos aos modelos de ECM (Tornese et al., 2019)
e de Sepse (Biff et al., 2013) apresentaram niveis diminuidos de BDNF no cérebro dos animais.
O achado mais relevante do presente estudo foi observado quando os dois modelos foram
combinados (Sepse+ECM), resultando em uma diminui¢@o ainda mais acentuada dos niveis de
BDNF em comparagdo com os grupos Sham+ECM e Sepse+Controle. Esse efeito aditivo
sugere que a sepse e o estresse cronico atuam por meio de mecanismos complementares ou
potencializadores na redu¢ao da expressao desse fator neurotrofico. Esse resultado ¢
particularmente preocupante, pois pode indicar que individuos expostos a situagdes de estresse
cronico podem apresentar maior vulnerabilidade aos efeitos deletérios da sepse sobre o SNC.

Do ponto de vista fisiopatologico, varios mecanismos podem explicar esse efeito aditivo
entre ECM e sepse. Primeiramente, a sepse desencadeia uma resposta inflamatdria sistémica
com liberacdo de citocinas pro-inflamatoérias, como IL-1p ¢ TNF-a (Gharamti et al., 2022), que
podem atravessar a barreira hematoencefélica e inibir a expressao de BDNF (Yap et al., 2021).
Estudos prévios demonstram que ratos submetidos ao modelo de sepse induzido por LPC
demonstram um aumento dos niveis de IL-1p3 e TNF-a (Steckert et al., 2013) e uma diminuicao
de BDNF (Aguiar-Geraldo et a., 2025) no cérebro. Paralelamente, o ECM em ratos promove
ativacao microglial sustentada, exacerbando o processo neuroinflamatorio, que também pode
diminuir os niveis dessa neurotrofina (de Pablos et al., 2014). Além disso, como reportado
anteriormente neste estudo, o ECM aumentou os niveis de ACTH e corticosterona, os quais sao
conhecidos por suprimir a expressao de BDNF no hipocampo (Schaaf et al., 2000).

Os resultados do presente estudo revelaram alteracdes significativas nos niveis dos
fatores neurotroficos NT-3 e NT-4 em animais submetidos aos modelos de sepse ¢ ECM. A
analise demonstrou que tanto a sepse quanto o ECM, quando aplicados isoladamente, foram
capazes de reduzir os niveis de NT-3 no hipocampo e no cortex frontal dos animais. Tongtong
e colegas (2024) encontraram uma significativa diminui¢ao nos niveis da expressao de NT-3
no hipocampo de animais submetidos ao ECM em comparagdo ao grupo controle. Pode-se
sugerir que o efeito mais pronunciado foi quando os modelos foram combinados (Sepse+tECM),
resultando em uma diminuicdo mais acentuada dos niveis de NT-3 em comparacdo com o0s
grupos Sepse+Controle e Sham+ECM. Esse padrao de resposta sugere um efeito aditivo entre
os dois modelos experimentais, indicando que a combinagdo de um processo inflamatdrio
sistémico com estresse cronico pode potencializar os danos aos mecanismos de neuroprote¢ao

mediados pelo NT-3.
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Em relacdo aos niveis de NT-4, o modelo ECM apresentou efeito significativo na
redu¢do dos niveis no hipocampo, tanto comparado ao grupo Sham+controle, quanto
sepse+controle. No cortex-frontal, o modelo de sepse diminuiu os niveis de NT-4 tanto no grupo
Sepse+Controle, quanto no grupo Sepse+ECM. Além disso, o modelo ECM apresentou uma
redugdo dos niveis de NT-4 quando comparado ao grupo Sham+controle. A NT-3 e a NT-4
desempenham papéis importantes na regulagdo da plasticidade sindptica e neurogénese
hipocampal, tanto na depressdo humana quanto em modelos de estresse cronico. Estudos
demonstram que a NT-3 estd envolvida na sobrevivéncia e diferenciagdo neuronal, enquanto a
NT-4 contribui para a manutencao das conexdes sindpticas, sendo ambas moduladas por
estresse e antidepressivos (Smith et al., 1995; Xu et al., 2002). Estudos mostram que em
modelos animais de ECM, a expressdao de NT-3 e NT-4 pode ser reduzida, exacerbando os
déficits de plasticidade neuronal, enquanto sua upregulation estd associada a efeitos resilientes
e recuperacdo da fun¢ao hipocampal (Duman e Monteggia, 2006).

No coértex frontal, o grupo submetido apenas a sepse também apresentou diminuicao
nos niveis de NGF. No entanto, os animais tratados com Sepse+ECM tiveram uma reducao
ainda mais acentuada em compara¢do aos grupos Sepsetcontrole e sham+ECM. Esses
resultados corroboram com os dados deste e de estudos prévios de que o ECM,
independentemente da sepse, pode comprometer os niveis de neurotrofinas, incluindo o NGF
(Duman e Monteggia, 2006; Castrén e Kojima, 2017). No cortex frontal, a sepse isolada
também diminuiu os niveis de NGF, corroborando estudos que associam inflamacao sistémica
a alteracdes em neurotrofinas (Pfaffenseller et al., 2013; Aguiar-Geraldo et al., 2025). Contudo,
a combinacao Sepse+ECM exacerbou essa redu¢do no hipocampo, indicando um efeito asitivo
entre inflamagao induzida pela sepse e pelo estresse cronico. Um estudo prévio demonstrou que
animais submetidos a sepse também apresentaram niveis diminuidos de NGF (Aguiar-Geraldo
et al., 2025). Tais dados reforcam a hipdtese de que tanto o ECM quanto a sepse modulam
negativamente a expressdo de NGF no cérebro dos animais. O NGF ¢ uma importante
neurotrofina que garante a sobrevivéncia dos neurdnios e estd envolvido na plasticidade
sinaptica, o que € essencial para os processos de aprendizado e memoria ao longo da vida
(Conner et al., 2009). Em situagdes de lesdo, o NGF atua promovendo a reparacdo e renovacao
das células nervosas danificadas. Assim, o NGF ¢ indispensavel para a manutencao e adaptagao
do sistema nervoso central (Aloe et al., 2015). Portanto, a diminui¢ao dessa neurotrofina nos
modelos de sepse ¢ ECM pode resultar em comprometimentos significativos na fung¢do

cognitiva e na capacidade de recuperagao do sistema nervoso central
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Os resultados demonstram que a sepse isolada (Sepse+Controle) nao alterou os niveis
de GDNF no hipocampo, mas o estresse cronico, tanto no grupo Sham+ECM quanto no
Sepse+ECM, reduziu significativamente essa neurotrofina, sugerindo que o ECM pode ser um
fator determinante na diminui¢do do GDNF hipocampal. No cortex frontal, tanto a sepse
(independentemente do ECM) quanto o ECM isolado diminuiram os niveis de GDNF,
indicando que ambas as condigdes afetam negativamente a disponibilidade dessa neurotrofina.
Esses achados confirmam estudos anteriores que ligam estresse cronico e inflamacao sistémica
a alteragdes nos niveis de fatores neurotroficos, como o GDNF, essenciais para a
neuroplasticidade e sobrevivéncia neuronal (Zhou et al., 2018; Wang et al., 2020; Aguiar-
Geraldo et al., 2025). E importante ressaltar que o GDNF é um fator neurotréfico primordial
para o SNC, protegendo neuronios, especialmente do sistema dopaminérgico ¢ da medula
espinhal, da apoptose (Cortés et al., 2017). Além disso, ¢ vital para a modulagdo das sinapses,
o que impacta diretamente processos de aprendizado e memoria. Sua diminuicao estd associada
a varias condi¢des neurologicas, como a depressao, o que torna o GDNF um potencial alvo para
intervengdes terapéuticas visando a saude cerebral (Chen et al., 2024). Portanto, a redugdo do
GDNF, em resposta sinérgica ao ECM e a sepse, pode contribuir para déficits cognitivos e
comportamentais observados em modelos de depressio e de doencas neuroinflamatorias
(Benson et al., 2017).

Os resultados do estudo ressaltam a suprema importancia dos fatores neurotréficos,
como BDNF, NT-3, NT-4, NGF e GDNF, para a saude e a funcionalidade cerebral,
especialmente em contextos de sepse e estresse cronico. A redugdo significativa desses fatores
em ambos os modelos refor¢a o fato de que a combinacao de inflamagdo sist€émica e estresse
exacerba os déficits na plasticidade sindptica e na sobrevivéncia neuronal. Prejuizos na
plasticidade siniptica podem contribuir para manifestagdes cognitivas e emocionais adversas,
como déficits de memoria e transtornos depressivos (Skaper, 2018). Essa interagdo aponta para
a necessidade de estratégias terapéuticas que visem a modulacdo positiva dos niveis de
neurotrofinas como um potencial caminho para mitigar os efeitos danosos da sepse e do estresse
cronico no sistema nervoso central. Assim, promover a satde neurotréfica pode melhorar a
fung¢do cognitiva e servir como uma abordagem importante no tratamento de distirbios

relacionados ao estresse e a inflamacao (Skaper, 2018; Miranda et al., 2019).
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5.1 LIMITACOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Este estudo apresenta algumas limitagdes importantes que devem ser consideradas na
interpretacdo dos resultados: 1) o presente estudo foi realizado apenas em ratos machos, e
diferencas sexuais podem influenciar as respostas ao estresse € a sepse; 2) foram avaliados
apenas os niveis proteicos dos fatores neurotréficos, sem andlise de expressdo gé€nica ou
mecanismos moleculares subjacentes; 3) ndo foram investigadas intervengdes farmacoldgicas
ou comportamentais para atenuar os efeitos deletérios do ECM em modelos de sepse e estudos
futuros poderiam focar nesse contexto.

Este trabalho fornece evidéncias de que o ECM exacerba as alteragdes neuroenddcrinas
e a redugdo de fatores neurotroficos em um modelo experimental de sepse. Portanto, este estudo
sugere que o manejo do estresse pode ser uma estratégia relevante para mitigar os danos
neuroldgicos associados a condigdes criticas. Novas pesquisas sdo necessarias para explorar os

mecanismos envolvidos e possiveis abordagens terapéuticas.
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6. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstram que o ECM e a sepse induzida por LPC exercem
efeitos significativos sobre os niveis hormonais de ACTH e corticosterona, bem como sobre os
fatores neurotroficos (BDNF, NT-3, NT-4, NGF ¢ GDNF) no cérebro de ratos. Em relagao ao
eixo HPA, observou-se que o ECM aumentou os niveis de ACTH e corticosterona tanto em
animais Sham quanto nos submetidos a sepse, indicando uma hiperativacao desse eixo em
resposta ao estresse. Esse achado sugere que o ECM pode exacerbar as alteragdes
neuroenddcrinas j&4 presentes na sepse, potencialmente agravando o estado de estresse
fisiologico.

Quanto aos fatores neurotréficos, os dados revelaram que tanto a sepse quanto o ECM
isoladamente reduziram os niveis de BDNF, NT-3, NT-4, NGF e GDNF no hipocampo e cortex
frontal dos ratos. Além disso, a combinacdo dos dois modelos (sepse + ECM) levou a uma
diminui¢do ainda mais pronunciada desses fatores, sugerindo um efeito sinérgico entre o
estresse cronico e a sepse na desregulacdo da neuroplasticidade. A redugdo generalizada desses
fatores neurotréficos pode estar associada a disfuncdes cognitivas e comportamentais, uma vez
que essas moléculas desempenham papéis cruciais na sobrevivéncia neuronal, plasticidade
sinaptica e reparo neural.

Os achados deste estudo destacam que o ECM pode agravar as alteragdes neuroquimicas
induzidas pela sepse, contribuindo para um maior comprometimento da funcdo cerebral. Esses
resultados reforcam a importancia de considerar o estresse cronico como um fator de risco para

complicagdes neurologicas em condicdes criticas, como a sepse.
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