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RESUMO 

 

 

Introdução: A sepse continua sendo a principal causa de morte em UTIs, 

apresentando alta taxa de incidência, com custos elevados. Durante a sepse, o 

sistema nervoso central (SNC) é um dos primeiros órgãos a serem afetados, e isto 

se manifesta como encefalopatia associada à sepse (EAS). Objetivo: Verificar o 

efeito da Stanniocalcina-1 sobre os parâmetros de estresse oxidativo hipocampal e o 

dano à memória em animais submetidos à sepse por ligação e perfuração cecal 

(CLP). Métodos: Ratos Wistar machos (250-350g) foram submetidos ao modelo de 

sepse por CLP, com animais sham como controle. A primeira parte experimental foi 

dividida em sham + salina, CLP + salina e CLP + rhSTC-1 (20, 50 e 100 ng/kg por 

via intracerebroventricular). A segunda parte foi realizada para avaliação 

comportamental por meio de teste de esquiva inibitória 10 dias após CLP. Os 

animais foram divididos em sham + salina, sham + rhSTC-1 100ng/kg, CLP + salina 

e CLP + rhSTC-1 100ng/kg. Foram utilizados um nº de 12 por grupo salina e n de 18 

por grupo CLP para comportamento. O hipocampo foi removido 24h após a cirurgia 

por CLP. No hipocampo, foram avaliados os níveis de nitrito e nitrato (N/N), dano 

oxidativo em lipídios (TBARS), proteínas carboniladas, e atividade das enzimas 

superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT). Além disso, 10 dias após a indução 

de sepse, foram avaliada a memória e aprendizagem dos animais. Resultados: Foi 

verificado um aumento na concentração de N/N no grupo CLP com diminuição nas 

três doses de STC-1. Para o dano em lipídios, não encontramos resultados 

significativos, entretanto para o dano em proteína carboniladas, verificamos um 

aumento em CLP com diminuição na dose de 100ng/kg de STC-1. Na atividade das 

enzimas antioxidantes, houve diminuição dos seus níveis no grupo CLP e não houve 

alteração com tratamento para CAT, no entanto que para SOD, aumentou a sua 

atividade na dose de 100ng/kg de STC-1. No teste de memória por esquiva inibitória, 

houve menor latência no grupo CLP sem tratamento com aumento entre treino e 

teste para STC-1 100ng/kg. Conclusão: A STC-1 atenua o estresse oxidativo 

hipocampal de ratos submetidos à sepse polimicrobiana e influencia na melhora da 

memória 10 dias após a indução de sepse. 

 

Descritores: Stanniocalcina-1. Sepse. Hipocampo. Estresse oxidativo. Memória. 



 

ABSTRACT 

 

 

Introduction: Sepsis still being the main cause of death in ICUs, having a high level of 

incidence, with elevated costs. During sepsis, the central nervous system (CNS) is 

one of the first organs to be affected, and this is manifested as sepsis associated 

encephalopathy (SAE). Objective: This work was aimed to observe the effect of 

Stanniocalcina-1 over the parameters of oxidative stress in the hippocampus and the 

memory damage in animals submitted to sepsis by cecal ligation and puncture (CLP).  

Methods: Male Wistar rats (250-350g) were submitted to the model of sepsis by CLP, 

with sham animals as a control. The first experimental part divided into sham + 

saline, CLP + saline and CLP + rhSTC-1 (20, 50 and 100 ng/kg by 

intracerebroventricular injection. The second experimental part was realized for 

behavioral evaluation by means of inhibitory avoidance test 10 days after CLP. The 

animals were divided into sham + saline, sham + rhSTC-1 100ng/kg, CLP + saline 

and CLP + rhSTC-1 100ng/kg. An N of 12 was used per saline group and an N of 18 

was used per CLP group for behavior. The hippocampus was removed 24 hours after 

surgery. In the hippocampus were evaluated the nitrite and nitrate levels (N/N), 

oxidative damage to lipids (TBARS), protein carbonylation, and activity of superoxide 

dismutase (SOD) and catalase (CAT) enzymes. Also, 10 days after sepsis induction, 

memory and learning of the animals were evaluated.  

Results: It was verified an increased concentration of N/N in the CLP group with the 

decrease in the three doses of STC-1. For the lipids damage, we did not find 

significant results to the treatments, while for the damage to carbonylated proteins, 

we verified an increase of CLP with the decrease of the dose of 100ng/kg of STC-1. 

The CAT activity decreased in the CLP group and there was not any change with this 

treatment while SOD increased its activity in the dose of 100ng/kg of STC-1. In the 

test de memory by inhibitory avoidance, there was smaller latency in CLP group 

without treatment with the increase between train and test to STC-1 100ng/kg. 

Conclusion: The STC-1 attenuates the oxidative stress in the hippocampus of rats 

submitted to polymicrobial sepsis and influences memory improvement 10 days after 

sepsis induction. 

 

Keywords: Stanniocalcina-1. Sepsis. Hippocampus. Oxidative stress. Memory. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

 A sepse é definida como uma resposta inflamatória sistêmica causada por 

agente infeccioso, onde há um desequilíbrio entre moléculas pró-inflamatórias e anti-

inflamatórias, no qual o agravamento de suas consequências são as mais comuns 

causas de mortes em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs)1,2. Alguns estudos vêm 

sendo realizados com a finalidade de compreender melhor o desenvolvimento da 

doença, para assim, melhorar o tratamento e diminuir a mortalidade dos pacientes2–4 

 No Brasil, um estudo coordenado pelo Instituto Latino Americano de Sepse 

(ILAS), aponta que cerca de 17% dos leitos de UTIs são ocupados por pacientes 

com sepse grave. No que se refere à taxa de mortalidade, chega a alcançar 55% 

dos pacientes que apresentam sepse nas UTIs brasileiras, sendo que este índice 

pode ser maior, pelo fato de poucos hospitais brasileiros serem credenciados pelo 

ILAS5. Além da grande mortalidade, há uma incidência global anual estimada entre 

15 a 19 milhões de casos, gerando um custo exacerbado para o sistema de saúde3. 

 O desenvolvimento da sepse deve-se à complexa interação entre patógenos 

e as células do hospedeiro com o reconhecimento do microrganismo, através de 

estruturas expressas na célula, denominadas Padrões Moleculares Associados ao 

Patógeno (PAMPs)4. Deste modo, ocorre à ativação da resposta inflamatória 

envolvendo uma grande variedade de moléculas pró-inflamatórias sinalizadoras 

como prostaglandinas, leucotrienos, citocinas e quimiocinas e que chegam até a 

corrente sanguínea6. A resposta inflamatória pode determinar a produção de 

espécies reativas de oxigênio (EROs), gerando o estresse oxidativo, o qual é 

caracterizado pelo desequilíbrio entre a produção de enzimas oxidantes e 

antioxidantes, ampliando a lesão celular e disfunção orgânica7. 

 Nesse sentido, quando a sepse é desencadeada, pode ocorrer a perda 

progressiva da função de vários órgãos, incluindo o cérebro, levando a um aumento 

da permeabilidade da barreira hematoencefálica (BHE). O cérebro é um dos 

primeiros órgãos afetados durante o desenvolvimento da sepse, resultando em 

disfunção cerebral aguda e de longo prazo caracterizada pela disfunção cognitiva 

sendo verificado tanto em modelos animais quanto em humanos8. 

 Apesar dos mecanismos associados com o comprometimento cognitivo não 

estarem bem entendidos, sabe-se que alterações precoces após a sepse no 
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hipocampo estão relacionadas com o comprometimento cognitivo observado em 

modelos animais como: alteração do fluxo sanguíneo cerebral, estresse oxidativo e 

alterações da BHE9,10. Essas alterações da BHE podem levar a uma importante 

condição patológica na sepse, a encefalopatia associada à sepse (EAS)11–13. A EAS 

pode ocorrer em 8-70% dos pacientes sépticos, dependendo dos critérios de 

inclusão empregados, sendo mais frequentemente observada em UTIs14,15 e está 

associada a uma alta mortalidade, permanência aumentada em UTIs e maiores 

gastos para a saúde pública16. 

 A EAS pode ser definida como um distúrbio cerebral e metabólico resultante 

da alteração da sinalização celular no que se refere às respostas imunes17, 

caracterizada pelo comprometimento da atenção, concentração, confusão, 

desorientação e progredindo para a diminuição da consciência e em sua última fase, 

o coma18. Uma vez que se presume ser totalmente reversível, a EAS pode levar nos 

sobreviventes da doença à disfunção neurocognitiva permanente e deficiências 

funcionais, mesmo após a recuperação do paciente13. 

 Um estudo realizado por Iwashyna e colaboradores, acompanhou pacientes 

durante oito anos após um quadro de sepse grave e demonstrou que a longo prazo 

a gravidade do declínio funcional e o comprometimento cognitivo estão aumentados 

significativamente nestes pacientes19. Outros estudos mostram que após a sepse, 

pacientes mostram uma dessincronização na função cerebral, associando este 

evento a uma função cognitiva prejudicada20,21. De 6-24 meses após o episódio da 

doença, foi relatado uma diminuição na capacidade verbal destes pacientes, e até 

mesmo a uma atrofia de regiões cerebrais, como a diminuição do volume do 

hipocampo20,21. 

 A sepse pode resultar de um desequilíbrio da resposta inflamatória sendo 

potencializado o perfil pró-inflamatório e potencialmente aumentar a suscetibilidade 

do cérebro a doenças neurodegenerativas, deterioração adicional da capacidade 

cognitiva e riscos de desenvolver demência na vida adulta13. As principais 

oportunidades para a intervenção neuroprotetoras para pessoas que sobrevivem à 

sepse podem ser perdidas, porque as consequências neurocognitivas e funcionais 

de longo prazo da sepse não são totalmente caracterizadas13. 

 Nessas circunstâncias, pesquisadores buscam novos alvos moleculares 

envolvidos na fisiopatologia da sepse e a sua possível intervenção, na busca da 
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redução da resposta inflamatória exacerbada e do estresse oxidativo a fim de tentar 

amenizar os danos cerebrais causados pela doença.  

 A Stanniocalcina-1 (STC-1) é um hormônio glicoproteico originalmente 

encontrado em peixes ósseos, onde regula a homeostase de cálcio/fosfato22. A 

função da STC-1 em peixes é prevenir a hipercalcemia com a inibição do influxo de 

cálcio (Ca+) através das brânquias e do intestino, e estimular a reabsorção do 

fosfato pelos rins22,23. Em mamíferos STC-1 é amplamente expressa e conservada 

em uma variedade de tecidos, incluindo coração, pulmão, fígado, glândula supra-

renal, ovário, próstata, cólon, osso, baço e cérebro22,24. 

 Entre os seus efeitos biológicos, nos macrófagos a STC-1 diminui o Ca+ 

intracelular e a mobilidade celular, atenua a resposta aos quimiotrativos e diminui a 

geração de superóxido através da indução das proteínas desacopladoras 

mitocondriais (UCPs do inglês Mitochondrial Decoupling Proteins), que por sua vez, 

pode reduzir a formação de EROs e suprimir a migração de leucócitos via 

transendotelial23,25. Em células endoteliais tratadas com citocinas, STC-1 atenua a 

geração de superóxido e a ativação de vias pró-inflamatórias como a ativação de 

Fator Nuclear kappa B (NF-kB), ativa vias antioxidantes e exibe ação citoprotetora25.  

 Neste sentido, sabe-se que pacientes com sepse apresentam dano cerebral, 

e que os mecanismos envolvidos estão relacionados com o estresse oxidativo, 

neuroinflamação, apoptose neural e deficiência no metabolismo oxidativo cerebral 

ou uma soma de todos esses fatores. No entanto, não está bem definida uma 

explicação da fisiopatologia no dano cerebral e das alterações que pacientes 

desenvolvem na sepse. Sendo assim o propósito desse trabalho foi avaliar o 

envolvimento da STC-1 sobre os parâmetros de estresse oxidativo cerebral precoces 

e a resposta tardia sobre o déficit de memória em ratos submetidos à sepse 

polimicrobiana severa. 

 

1.1 REFERENCIAL TEÓRICO  

 

1.1.1 Definição de Sepse e aspectos epidemiológicos 

 

 O primeiro consenso de sepse era definido como uma resposta inflamatória 

sistêmica frente a uma infecção, iniciando um processo gradual de dano tecidual, 

onde a disfunção múltipla de órgãos é a sua mais séria expressão. Para o seu 
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diagnóstico usava-se os critérios da síndrome da resposta inflamatória sistêmica 

(SIRS) associada a uma infecção26. Em 1991, a American College of Chest 

Physicians e a Society of Critical Care Medicine, chegaram às atuais definições da 

doença, onde classificaram em etapas conforme descrito na tabela 1. 

 

Tabela 1 – Definições sobre sepse e condições relacionadas, criado em 1991.  

Tipo Características 

Infecção 
Fenômeno microbiano, caracterizado por uma resposta 

inflamatória à presença de microrganismo. 

Bacteremia Presença de bactérias na corrente sanguínea 

Síndrome da 

resposta 

inflamatória 

sistêmica (SIRS) 

Série de insultos podendo gerar um estado orgânico 

inflamatório, incluindo politrauma, pós-operatório, 

pancreatite, queimaduras e infecções. A SIRS é a 

manifestação clínica desse fenômeno e foi definida como a 

presença de dois ou mais dos seguintes critérios: 

Temperatura corporal >38oC ou <36oC; Frequência cardíaca 

>90 bpm; Frequência respiratória <20 ipm ou PaCO2 <32 

mmHg; Leucograma com >12.000 <4.000 céls/mm3 ou ainda 

>10% de neutrófilos imaturos. 

Sepse 
SIRS desencadeada por infecção (documentada ou 

suspeita). 

Sepse grave 

Sepse associada com disfunção orgânica, hipotensão ou 

sinais de hipoperfusão. Hipotensão é definida como pressão 

arterial (PA) sistólica <90 mmHg ou queda >40 mmHg do 

basal na ausência de outras causas. As disfunções 

orgânicas incluem hipoxemia, insuficiência renal 

aguda/crônica, coagulopatia, plaquetopenia, íleo paralítico e 

hiperbilirrubinemia. 

Choque séptico 

Hipotensão mantida ou necessidade de inotrópicos 

vasopressores, a despeito de ressuscitação volêmica 

adequada, associados a sinais de hipoperfusão orgânica 

(ex.: hiperlactemia, rebaixamento do nível de consciência, 

oligúria). 

Síndrome de 

disfunção de 

Presença de disfunções orgânicas que impedem a 

manutenção da homeostase sem intervenção. 
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múltiplos órgãos 

Fonte: Adaptado de American College of Chest Physicians e a Society of Critical Care Medicine. 

  

No entanto, sabe-se que a sepse esta relacionada também a outros aspectos 

fisiopatológicos como a disfunção orgânica, por exemplo. Desta forma, usar apenas 

critérios SIRS levava a avaliação de apenas um aspecto da doença, excluindo os 

outros aspectos fisiopatológicos26. 

  No último consenso publicado no início de 2016, a sepse passou a ser 

definida como disfunção de órgãos com potencial risco de vida causada por uma 

resposta desregulada do hospedeiro frente à infecção27. Em outras palavras, a 

sepse passa a ser definida como um processo infeccioso com a presença de 

disfunção orgânica. Com a nova definição, extinguiu-se a nomenclatura sepse grave, 

que indicava a sepse associada à disfunção orgânica, mantendo-se apenas os 

termos sepse e choque séptico, este último utilizado quando há hipotensão refrataria 

a reposição volêmica e o uso de vasopressores27. 

 Associado a isso, recomendou-se diagnosticar a disfunção orgânica através 

do escore de avaliação sequencial de falência de órgãos (quickSOFA, do inglês 

quick Sequential Organ Failure Assessment) que é a medida sequencial rápida de 

falência orgânica, a qual analisa frequência respiratória, pressão sanguínea sistólica 

e alterações do estado mental27. A disfunção orgânica é a característica mais 

acentuada da sepse, quanto maior o número de órgãos em falência pior o 

prognóstico do paciente, onde cada órgão em disfunção representa um acréscimo 

de 15-20% na mortalidade28. Uma das disfunções orgânicas na sepse que vem 

ganhando maior número de evidências é a disfunção neurológica, uma vez que 

representa elevação da morbidade e mortalidade de curto e longo prazo29,30. 

 No estudo clássico de Sprung e colaboradores, a taxa de mortalidade de 

pacientes sépticos com estado mental alterado foi de 49% em comparação a uma 

taxa de 26% em pacientes sépticos sem sintomas neurológicos18. Em nível mundial, 

estudos mostram que entre os sobreviventes, 70% manifestam comprometimento 

cognitivo agudo, e outros 45% apresentam alterações cognitivas por até um ano 

após a alta hospitalar, o que gera diminuição na qualidade de vida30–32. Dados 

epidemiológicos sugerem cerca de 70% de todos os pacientes que sofrem de 

síndrome de resposta inflamatória sistêmica com infecção nas UTIs desenvolvem 

disfunção cerebral grave33–35.  
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 No Brasil, a incidência total de sepse é de 55%, com mortalidade em torno de 

33,9% com 32% dos pacientes manifestando alterações neurológicas ainda na UTI5. 

Apesar dos progressos significativos na gestão de pacientes sépticos, a sepse 

continua sendo um grande problema de saúde pública que afeta milhões de 

pacientes em todo o mundo a cada ano. Além de comprometer a qualidade de vida e 

a perda da capacidade produtiva referindo-se aos danos neurológicos em longo 

prazo em pacientes sobreviventes da doença33,34. 

 Portanto é importante o melhor entendimento da sua fisiopatologia associado 

à busca de novos alvos moleculares e estratégias de tratamento mais eficazes para 

a sepse34. 

 

1.1.2 Fisiopatologia da sepse 

 

 A sepse continua sendo um problema crítico com morbidade e mortalidade 

significativas, mesmo na era moderna de gerenciamentos de cuidados intensivos36. 

A fisiopatologia da sepse está relacionada com a interação complexa entre o 

hospedeiro e o agente infectante, onde o sistema imunológico será ativado, 

mobilizando neutrófilos, macrófagos e outras células imunológicas para a eliminação 

do patógeno de forma alterada4. 

 As respostas imunes são iniciadas pelo Receptor de Reconhecimento de 

Padrões (RRP), presentes em leucócitos, macrófagos e células dendríticas, no qual 

são ativados com o reconhecimento dos microrganismos através de estruturas 

expressas na superfície dos patógenos, denominadas PAMPs2,4 como o 

Lipopolissacarídeo (LPS) presente em bactérias gram-negativas, e o ácido 

lipoteicóico das bactérias gram-positivas4. 

 Os PAMPs são reconhecidos pelos RRP, os quais são expressos por células 

do sistema imune inato podendo ser representados pelos receptores Toll-like (TLR)2. 

Os receptores Toll-like desempenham um papel importante no reconhecimento de 

patógenos e no inicio de respostas inflamatórias e imunes6. A estimulação de 

receptores Toll-like por infecção microbiana leva à ativação de vias de sinalização 

que resultam na indução de gene antimicrobiano e citocinas inflamatórias6. 

  Quando ocorre a interação entre PAMPs-TLR4, é iniciada a ativação do 

sistema imunológico com a finalidade de coordenar uma resposta defensiva 

envolvendo componentes humorais e celulares. Com isso há uma liberação de 
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moléculas sinalizadoras, que desencadeiam a resposta inflamatória. Sendo assim, é 

desencadeada a transcrição gênica de citocinas pró-inflamatórias por meio da 

ativação do fator de transcrição NF-kB6,37. Como consequência, mediadores pró-

inflamatórios são produzidos como o Fator de Necrose Tumoral-alfa (TNF-α), 

Interleucina-1β (IL-1β), e Interleucina-IL-6 (IL-6), que, por sua vez favorecem uma 

intensa resposta celular com liberação de mediadores secundários37. 

 Isso sinaliza às células endoteliais para regularem as moléculas de adesão e 

iniciarem o recrutamento de outras células inflamatórias para controlar a infecção. 

Estas células inflamatórias recrutadas, incluindo as células fagocitárias 

(polimorfonuclerares, monócitos e macrófagos) da resposta imune inata e os 

linfócitos da resposta imune adaptativa frequentemente se tornam disfuncionais na 

sepse36. 

 A resposta inflamatória exacerbada determina a produção de EROs, gerando 

o estresse oxidativo, no qual é caracterizado pelo desequilíbrio entre produção de 

enzimas oxidantes e antioxidantes, o acentuado estresse oxidativo como resultado 

da resposta inflamatória inerentes à sepse inicia mudanças na função mitocondrial 

ampliando a lesão celular e a disfunção orgânica7,38, incluindo o cérebro e 

caracterizando a EAS7,11,12. 

 

1.1.3 Sistema nervoso central e sepse 

 

 O sistema nervoso central (SNC) historicamente tem sido considerado um 

órgão imunoprivilegiado, sem sistema linfático, protegido do sistema circulatório pela 

BHE e tem em sua composição, células que estão diretamente ou indiretamente 

envolvidas em respostas imunes39,40. Durante a sepse, o cérebro é um dos primeiros 

órgãos a serem afetados levando ao desenvolvimento  da disfunção cerebral aguda 

e déficit cognitivo a longo prazo41,42. 

 A fisiopatologia da disfunção cerebral aguda e a longo prazo é altamente 

complexa, resultante de processos inflamatórios e neuroquímicos, que podem 

induzir alterações significativas em áreas vulneráveis do cérebro. Mecanismos 

importantes incluem ativação endotelial pela resposta inflamatória periférica, 

aumento da permeabilidade da BHE, ocorrendo uma infiltração de leucócitos, 

aumento da produção de espécies reativas de oxigênio (EROs), ativação da 

micróglia e astrócitos, morte celular por apoptose35,43 e neurotransmissão alterada44 . 
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 Especificamente, o SNC e sua vasculatura são responsáveis por funções 

fisiológicas importantes durante a sepse e são também particularmente vulneráveis a 

lesões sob tais condições. No SNC, as células endoteliais fazem parte da BHE, 

impedindo a difusão para o SNC de fatores solúveis polares (íons, peptídeos, 

proteínas, anticorpos, etc.). Durante a infecção sistêmica, as superfícies luminais das 

células vasculares cerebrais são expostas a um conjunto complexo de estímulos 

incluindo PAMPs, citocinas e quimiocinas. Estes estímulos conduzem a alterações 

na fisiologia vascular do SNC aumentando a permeabilidade da BHE45. Na sepse, o 

dano estrutural da BHE é generalizado, e o parênquima cerebral se torna 

susceptível a uma resposta inflamatória local com o aumento dos níveis de citocinas 

como TNF-α46. 

 Além do aumento da resposta inflamatória com gênese periférica, verificou-se 

recentemente que a resposta neuroinflamatória está acompanhada pela produção 

microglial de EROs, contribuindo para a progressão da neuroinflamação e 

consequentemente maior dano celular na BHE, alterando ainda mais sua 

permeabilidade já comprometida devido a sua resposta frente as alterações 

periféricas47. Ao mesmo tempo, células gliais, como micróglia, macrófagos 

perivasculares e astrócitos interagem com BHE, podendo causar respostas que 

potencializam a elevação de sua permeabilidade na direção encéfalo-sangue 

periférico48,49. 

 É cabível entender que inflamação periférica é diferente de neuroinflamação, 

especialmente devido aos astrócitos e micróglia, que são células específicas do 

SNC41. A micróglia compreende aproximadamente 12% do total das células do 

cérebro e é a segunda célula glial mais abundante50. Geralmente estão em  estado 

latente, mas podem se tornar ativas após uma lesão ou infecção agindo com um 

duplo papel que pode ser protetor ou prejudicial dependendo de seu estado de 

ativação. Uma função crucial da micróglia é a capacidade de gerar respostas imunes 

inatas e adaptativas significativas39,51. 

 A ativação microglial representa umas das primeiras alterações observadas 

na EAS e a ativação prolongada pode afetar negativamente outras células 

cerebrais52. A ativação inicial da micróglia na sepse foi evidenciada em modelos de 

camundongos dentro de 4 horas após a injeção de LPS, conforme avaliado pelo 

aumento do nível de IL1-β53. Em outro estudo usando imagens de tomografia em 

primatas, verificou-se a ativação da micróglia apenas 1 hora após a inflamação 
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sistêmica induzida por LPS54. Particularmente, o hipocampo parece ser suscetível a 

resposta neuroinflamatória resultante da ativação microglial. O processo inflamatório 

mediado por IL1-β no hipocampo foi confirmado em diferentes modelos de 

inflamação incluindo ligação e perfuração cecal, e os mediadores pró-inflamatórios 

liberados no SNC no início da sepse, por sua vez levam à perda neuronal 

hipocampal55–59. 

 Adicionalmente, com a presença de neutrófilos ativados e função mitocondrial 

comprometida devido a neuroinflamação, ocorre uma produção aumentada de EROs 

contribuindo com a potencialização do aumento da permeabilidade da BHE, 

resultando em edema perivascular e rompimento de astrócitos hipocampais10,60,61. 

Tais eventos associam-se a extensa lesão neuronal tardia e, assim, existe a 

possibilidade dos pacientes que se recuperaram da doença apresentarem déficits 

neurológicos a longo prazo62 especialmente a memória e a cognição63. 

 O processo de aprendizagem e memória depende em grande parte do 

hipocampo e esta região expressa a maior densidade de receptores de IL1-β, 

tornando-o vulnerável às consequências adversas da neuroinflamação como o 

estresse oxidativo64,65. Ainda, embora IL1-β seja necessária para processos normais 

de aprendizado e memória, seus níveis em excesso afetam o comportamento 

cognitivo66,67. A interação entre IL1-β e outras citocinas, como TNF-α e a IL-6, 

aumenta ainda mais essa disfunção68. Esses achados representam uma base 

neuropatológica para o comprometimento cognitivo persistente e atrofia do 

hipocampo observadas em sobreviventes à sepse18. 

 

1.1.4 Estresse oxidativo na sepse 

 

 Estresse oxidativo é considerado como um distúrbio na função regular do 

organismo, causado por um desequilíbrio entre o sistema oxidante e antioxidante 

das células e tecidos, e em contrapartida, uma superprodução de EROs69,70. O 

excesso de EROs podem danificar proteínas celulares, lipídios e ácidos nucleicos 

levando a disfunção celular e do controle do ciclo celular, mutações genéticas, 

alterações no mecanismo de transporte celular e inflamação70.  

 As EROs podem ser divididas em dois grupos: radicais livres e não radicais. 

As moléculas que contêm um ou mais elétrons desemparelhados, dando reatividade 

às moléculas são chamadas de radicais livres. Os três principais EROs são o ânion 
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superóxido (O2
-), o peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxila (OH-)71. Eles 

podem ser gerados pela atividade de enzimas como Nicotinamida Adenina 

Dinucleotídeo Fosfato (NADPH) oxidase, xantina oxidase, mieloperoxidase, 

cicloxigenase, e durante a atividade da cadeia de transporte de elétrons 

mitocondrial72. 

 Nas primeiras fases da resposta inflamatória, via ativação de neutrófilos ou o 

desequilíbrio do funcionamento da cadeia transportadora de elétrons, ocorre o 

aumento na produção de O2
-, o qual reage rapidamente com o óxido nítrico (ON) 

formando peroxinitrito (ONOO-), que é uma ERNs, onde sua molécula é altamente 

tóxica73,74. O ONOO- contribui para a disfunção endotelial e também na ocorrência 

da disfunção orgânica, como evidenciado no choque séptico74. Por outra via, o O2
- 

leva a formação de H2O2 e posteriormente, com a presença de ferro ou cobre, ocorre 

à formação do potente radical hidroxila OH- na conhecida reação de Fenton e, 

assim, induzem o estresse oxidativo em decorrência do déficit de enzimas 

antioxidantes71. 

 No que se refere ao sistema antioxidante, uma vez que a célula é o principal 

local da produção de radicais livres, ela também apresenta um sistema de defesa, 

ou seja, contém antioxidantes a fim de minimizar o estresse induzido pelas EROs75. 

Este mecanismo antioxidante é composto por defesas enzimáticas, como a 

superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx)72. 

 A SOD é um antioxidante enzimático intracelular que catalisa a conversão do 

O2- para oxigênio e H2O2
75. A CAT é uma enzima presente no peroxissoma de célula 

aeróbicas que ocasiona a conversão do H2O2 em água e oxigênio molecular75. 

Enquanto a GPx, é o mais abundante antioxidante mitocondrial, agindo sobre o 

H2O2, e exercendo um papel importante na estabilidade das moléculas e função 

mitocondrial76. 

 Em concentrações elevadas, as EROs geram o estresse oxidativo, ou seja, 

um processo deletério celular a lipídios de membrana, proteínas e DNA77, além da 

ativação de vários fatores de transcrição induzidos por estresse e a produção de 

citocinas pró-inflamatórias27. A peroxidação lipídica ocorre, por exemplo, quando o 

excesso de radicais hidroxil e de peroxinitrito danificam as membranas celulares e 

das lipoproteínas, conduzindo a formação de malondialdeído (MDA) e compostos 

conjugados que são citotóxicos e mutagênicos78. O dano em proteínas através das 

EROs e ERNs leva à mudança estrutural e perda da atividade enzimática. Além 
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disso, o dano oxidativo ao DNA acarreta diferentes lesões oxidativas que podem 

causar mutações celulares e o desenvolvimento de diversas doenças78. 

 Na fisiopatologia da sepse, ocorre um desequilíbrio entre moléculas oxidantes 

e antioxidantes, gerando um excesso de EROs, e consequentemente dano às 

células37–40. Entre as estruturas celulares alvo do estrese oxidativo na sepse 

encontra-se a mitocôndria, com alteração na sua estrutura e função76. E essa 

disfunção mitocondrial também pode em decorrência do dano levar a produção 

aumentada de EROs e ERNs76. Associado à alteração da função mitocondrial na 

sepse, com o aumento das citocinas pró-inflamatórias, ocorre o aumento da 

infiltração no tecido por células fagocitárias77. Os leucócitos polimorfonucleares 

(PMN) e monócitos/macrófagos respondem ao estímulo inflamatório com a produção 

de EROs e ERNs35. 

 O cérebro é particularmente suscetível ao estresse oxidativo, pois utiliza altas 

taxas de oxigênio, quando comparado a outros orgãos79. Suas defesas antioxidantes 

são modestas; as mitocôndrias geram ânion superóxido e as membranas neurais 

são ricas em ácidos graxos polinsaturados. Desta forma, os produtos da 

lipoperoxidação podem causar dano cerebral79. 

 Estudos experimentais apontam o desenvolvimento de estresse oxidativo com 

relação a EAS e suas consequências46,80. Foi verificado um aumento no dano 

oxidativo em proteínas e lipídios no hipocampo, córtex, cerebelo e estriado entre 

zero e 96 horas após a indução de sepse polimicrobiana em ratos62. Dados mostram 

que os radicais livres induzem, adicionalmente, a apoptose neural no hipocampo e, 

como resultado, podem provocar déficit cognitivo no mesmo modelo animal81. 

 Embora alguns mecanismos relacionados à fisiopatologia da EAS já tenham 

sido apresentados, o tratamento e diagnóstico ainda são complexos. Existem opções 

limitadas para o tratamento da EAS, que se baseiam principalmente no controle dos 

sintomas, porém ainda não são totalmente eficazes18. 

 Nessas circunstâncias, a busca de alvos moleculares ligados as vias 

envolvidas na neurobiologia da EAS, como o estresse oxidativo e produção 

exacerbada de mediadores pró-inflamatórios, tem sido de grande interesse para a 

pesquisa intensivista. 

 

1.1.5 Stanniocalcina-1 
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 A STC é um hormônio glicoproteico que foi originalmente identificado nos 

Corpúsculos de Stannius (CS), uma glândula endócrina única localizada na 

superfície ventral dos rins dos peixes ósseos. Verificou-se a sua importância em 

regular a homeostase de cálcio/fosfato e proteger contra hipercalcemia tóxica82,83. A 

remoção dos CS produz hipercalcemia comprovando sua influência sobre a 

homeostase de cálcio em peixes ósseos84.  

 Altos níveis de cálcio extracelular promovem a síntese e a liberação de STC 

que ao entrar na corrente sanguínea reduz os níveis de transporte de cálcio atuando 

principalmente, nas guelras e no intestino dos peixes85. A STC não é apenas 

responsável pela diminuição da captação de cálcio Ca+2, mas também estimula 

reabsorção de fosfato inorgânico (Pi) pelo epitélio do túbulo proximal do rim dos 

peixes86. Com base em outros estudos, entende-se que há presença de STC em 

outros tecidos como ovário, testículo e rim dos peixes ósseos87,88. 

 Em mamíferos, a STC foi denominada STC-1, e inicialmente verificada em 

fibroblastos e tecido pulmonar fetal humanos89,90. Posteriormente, STC-1 foi 

identificada com expressão abrangente em diversos tecidos como cérebro, baço, 

pulmão, coração e músculo esquelético, onde demonstra similaridade com STC dos 

peixes89. Foi previamente sugerido que STC-1 não circula no sangue91, exceto 

durante a gestação e a lactação92, no entanto há relatos que sugerem que STC-1 

em mamíferos é transmitido pelo sangue93,94, provavelmente ligados a uma proteína 

solúvel94.  

 A STC-1 em mamíferos, funciona de um modo autócrino/parácrino91. Apesar 

da função de STC-1 em mamíferos não estar bem definida, é cada vez maior o 

número de pesquisas relacionando a STC-1 com câncer, angiogênese e hipóxia, e 

evidências crescentes mostram que padrões alterados da expressão de STC-1 têm 

um papel no desenvolvimento de neoplasias, sugerindo que STC-1 desempenha um 

papel importante na fisiologia normal de muitos órgãos95–99. Relatos revelam a 

expressão de STC-1 em neurônios, mostrando neuroproteção e o aumento da 

resistência ao estresse hipóxico100,101. 

 STC-1 é expressa em diferentes células, e existem resultados que sugerem a 

existência da proteína de ligação a STC-1102. Esta conclusão foi baseada em 

experimentos usando uma proteína de fusão fosfatase alcalina STC, que foi usada 

em ensaios de ligação, onde os locais de alta afinidade foram encontrados em 

células de rim, fígado, mama e ovários102–105. Essas análises sugerem que 90% de 
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seu sítio de ligação ocorrem nas mitocôndrias, e 10% ligam-se à superfície do seu 

receptor na membrana celular100. Entre seus mecanismos de proteção, foram 

verificados que a STC-1 suprime a produção de EROs por meio da indução das 

UCPs, estabiliza a função de barreira endotelial, diminui a mobilidade e ativação de 

macrófagos, suprime a migração de leucócitos e inibe a sinalização inflamatória via 

alteração da  expressão de NF-kB83,101.  

 Acredita-se que a STC-1 atue na diminuição da ativação de macrófagos 

durante a inflamação um estudo com STC-1 verificou que STC-1 internaliza em 

macrófagos e se localiza na mitocôndria sendo responsável pela diminuição da 

produção de ânion superóxido106 Em outro estudo com células endoteliais tratadas 

com TNFα, a STC-1 atenuou a geração de EROs, diminuiu a migração de leucócitos 

e ativa as vias de sinalização inflamatórias JNK e NF-kB25. Em geral essas 

evidências mostram que STC-1 exerce efeito sobre mecanismos relacionados ao 

estresse oxidativo, e esta envolvida no processo de inflamação como um inibidor 

efetivo107. 

 Apesar dos avanços na pesquisa científica na busca de novos agentes 

terapêuticos, há ainda uma elevada mortalidade e morbidade por sepse em UTIs. Há 

uma grande necessidade, portanto, de compreender melhor a patogênese desta 

doença e desenvolver modalidades de tratamento eficazes o que justifica a busca do 

conhecimento do envolvimento da STC-1 como modulador da disfunção cerebral no 

que se refere a sua potencialidade em diminuir a produção de EROs na sepse.  

 

1.1.6 Modelos animais de sepse 

 

 Modelos animais empregados na pesquisa desempenham um papel 

importante criando réplica da condição da doença, sendo que o modelo deve imitar 

todas as informações relacionadas à fisiopatologia progressiva associada ao estado 

da doença, as quais são visualizadas em humanos108. Apesar de alto custo e 

envolver o bem estar do animal, os modelos cirúrgicos são os mais relevantes, já 

que uma quantidade significativa de casos de sepse é resultado de infecção 

adquirida durante a cirurgia invasiva109,110.  

 Um dos modelos utilizados é a de ligação e perfuração cecal (CLP)108, onde é 

feito uma ligação intestinal seguida de uma perfuração no ceco com uma agulha a 

modo de vazar o material fecal na cavidade abdominal induzindo a peritonite111. A 
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utilização de meios cirúrgicos para a indução de sepse se mostra mais relevante, 

pois criam um foco infeccioso específico que pode disseminar ou causar uma 

resposta imune sistêmica, simulando com mais confiabilidade a fisiopatologia 

visualizada em humanos111,112. 

 Frente a isso, o modelo de indução CLP é considerado a base da pesquisa da 

sepse, pois o mesmo deve mimetizar a ocorrência de hipotensão, vasodilatação, 

função cardiovascular, resposta ao tratamento e mortalidade vistas em pacientes 

com sepse. Além disso, o CLP recria a liberação progressiva de mediadores pró-

inflamatórios. Portanto, CLP é considerada um dos modelos clinicamente mais 

relevantes de sepse112. 

 

1.1.6.1 Ligação e perfuração cecal (CLP) 

 

 Sepse é uma condição grave caracterizada por uma desregulada resposta 

inflamatória sistêmica. Para estudar a fisiopatologia da sepse, diversos modelos 

animais foram desenvolvidos. Sepse polimicrobiana por CLP é o modelo mais 

frequentemente utilizado, pois se assemelha à evolução e as características da 

sepse humana113.  

 A técnica de CLP foi implementada pelo grupo de I.H Chaudry há mais de 30 

anos. Baseia-se na ligação do ceco abaixo da válvula íleo-cecal, seguido de uma 

perfuração do ceco, permitindo o vazamento do material fecal para a cavidade 

peritoneal. Subsequentemente, os animais desenvolvem sintomas típicos de sepse e 

com mortalidade similar ao que ocorre em UTIs113. Como o ceco exibe uma elevada 

carga bacteriana, a perfuração deste local resulta em peritonite polimicrobiana, 

translocação de bactérias para o sangue (bacteremia), choque séptico, disfunção de 

múltiplos órgãos e por fim, morte114. 

 A técnica de CLP alcançou sua popularidade por causa de sua facilidade, 

reprodutibilidade e semelhança com a doença humana. Mais uma vantagem do 

modelo é a possibilidade de controlar a mortalidade, o grau de contaminação 

bacteriana, a severidade da doença, pelo ajuste do tamanho da agulha ou pela 

quantidade de perfurações realizadas no ceco115. 

 Sendo assim, considerando que sepse é um grande problema em UTIs com 

alta incidência e altas taxas de mortalidade, o modelo de CLP é uma das melhores 

representações da sepse humana e fez importantes contribuições para o 
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conhecimento dos componentes inflamatórios envolvidos na sepse e na identificação 

de novos alvos terapêuticos. Considerado o modelo de CLP padrão ouro da 

sepse113. 
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Avaliar o efeito de Stanniocalcina-1 sobre o estresse oxidativo hipocampal 

precoce e dano a memória a longo prazo em ratos submetidos à sepse 

polimicrobiana severa. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Avaliar o efeito de STC-1 sobre a concentração de nitrito/nitrato no 

hipocampo em 24 horas após a indução de sepse por CLP em ratos; 

 Avaliar o efeito de STC-1 sobre o dano oxidativo em lipídios no hipocampo 

em 24 horas após a indução de sepse por CLP em ratos; 

 Avaliar o efeito de STC-1 sobre o dano oxidativo em proteínas carbolinadas 

no hipocampo em 24 horas após a indução de sepse por CLP em ratos; 

 Avaliar o efeito da STC-1 sobre a atividade das enzimas antioxidantes 

superóxido dismutase e catalase no hipocampo em 24 horas após a 

indução de sepse por CLP em ratos; 

 Avaliar o efeito da STC-1 sobre o dano a memória 10 dias após a indução 

de sepse por CLP em ratos.  
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3. MÉTODOS 

 

 

3.1 TIPO DE ESTUDO 

 

 Estudo experimental com modelo animal, de sepse polimicrobiana severa em 

ratos adultos, pelo método de CLP. 

 

3.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS 

 

 Os reagentes utilizados para as análises bioquímicas foram: ácido 

tiobarbitúrico, dinitrofenilhidrazina, epinefrina, catalase de fígado bovino, 

hidroperóxido de tert-butila, albumina bovina, e reagente de Griess (Sigma, St. Louis, 

MO), ácido tricloroacético, ácido fosfórico, peróxido de hidrogênio, glicina, EDTA, 

(Labsynth, São Paulo, Brazil). No que se refere aos equipamentos, as análises foram 

avaliadas em Espectrofotômetro (U2010, Hitachi) (Laboratório de Neurobiologia de 

Processos Inflamatórios e Metabólicos/NEUROIMet- UNISUL) enquanto que para o 

teste de memória foi utilizada a esquiva inibitória da marca Insight (NEUROIMet).  

 

3.3 MODELO ANIMAL  

 

 Foram utilizados ratos machos de linhagem Wistar de 60 dias de vida. Todos 

os animais foram mantidos em ciclos claro-escuro de ± 12 horas a uma temperatura 

de 24±1°C, tiveram livre acesso à água e alimento no Biotério da Universidade do 

Sul de Santa Catarina (UNISUL).  

 

3.4 DELINEAMENTO DO ESTUDO 

 

 A primeira parte experimental foi realizada dividindo-se os animais em: Sham 

+ salina; CLP + salina; CLP + 20ng/kg rhSTC-1; CLP + 50ng/kg rhSTC-1 e CLP + 

100ng/kg rhSTC-1106,107,116. Utilizou-se um n de 6 para Sham e um n 10 para CLP (n 

total = 46). Tanto salina quanto rhSTC-1 foram administrados por via 

intracerebroventricular na cisterna magna com o auxílio de um aparato estereotáxico 

e imediatamente a indução de sepse por CLP. Após 24 horas os ratos sofreram 
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morte indolor assistida (MIA) por overdose de tiopental (0,5 g/kg) sendo retirado o 

hipocampo para as análises de estresse oxidativo (Figura 1).  

 

 

Figura 1 - Fluxograma do desenho experimental 1. 

 

 Outra parte experimental foi realizada para avaliação comportamental por 

meio do teste de esquiva inibitória 10 dias após CLP. Os animais foram divididos em 

sham + salina; sham + rhSTC-1 100ng/kg; CLP + salina e CLP + rhSTC-1 100ng/kg. 

Utilizou-se n de 12 para sham e um n de 18 para CLP totalizando um (n = 60) 

(Figura 2).  
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Figura 2 - Fluxograma do desenho experimental 2. 

 

3.4.1 Indução de sepse 

 

A sepse intra-abdominal foi produzida utilizando a técnica de CLP. Os ratos 

foram anestesiados com cetamina (80mg/kg) e xilazina (10mg/kg) e submetidos à 

laparotomia com incisão mediana abdominal. O ceco foi ligado abaixo da junção 

íleo-cecal com fio seda 3-0 e perfurado com uma agulha número 14, gentilmente 

comprimido até a extrusão de conteúdo fecal. Como controle foram utilizados 

animais submetidos à laparotomia, sem ligação ou perfuração cecal denominado 

grupo sham. Os planos cirúrgicos foram fechados e os ratos foram observados por 

duas horas. Todos os animais receberam salina em 50ml/kg imediatamente após o 

procedimento. No tempo 0 e 12 horas após a cirurgia todos os animais receberam 

antibioticoterapia com ceftriaxona (30mg/kg, s.c). Ainda de seis em seis horas 

receberam dipirona sódica (80mg/Kg, i.m.) para controle da dor pós operatória117. 

  

3.5 ENSAIOS LABORATORIAIS  

 

3.5.1 Determinação de Nitrito/Nitrato 

 

A concentração de nitrito/nitrato foi avaliada como um indicativo de produção 

de ERNs. A concentração de nitrito/nitrato foi avaliada espectrofotometricamente 

usando o reagente de Griess [1% sulfanilamida em 5% ácido fosfórico e 0.1% N-1- 

N-dicloridrato de (1-naftil)-etilenodiamina em água purificada] e cloreto de vanádio 

(III) como previamente descrito118. Uma curva padrão é realizada simultaneamente 

com as amostras e a absorbância foi medida a 550nm. Os resultados da 

concentração de nitrito e nitrato foram expressos em nmol/mg de proteína.  

 

3.5.2 Dano em lipídios pelos níveis de Substâncias reativas ao ácido 

Tiobarbitúrico (TBARS) 

 

A técnica de formação de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico 

(TBARS) durante uma reação ácido-aquecida, como descrita previamente é usada 

como índice de dano oxidativo em lipídios119. Brevemente, 250 µl de amostra 
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homogeneizada foram precipitados com ácido tricloroacético a 10%, ao 

sobrenadante foi adicionado ácido tiobarbitúrico (0,67%). Seguido por incubação 

protegida da luz, em banho – maria a 100ºC durante 30 min. Leitura da absorbância 

foi realizada em 535nm usando 1,1,3,3-tetrametoxipropano como padrão externo. Os 

resultados foram expressos em equivalentes de malondialdeído (nmol/mg de 

proteína). TBARS foi determinado pela absorbância a 535nm, utilizando 1,1,3,3-

tetrametoxipropano como padrão externo. Os resultados foram expressos como 

equivalentes de malondialdeído nmol/mg de proteína. 

 

3.5.3 Carbonilação proteica 

 

O efeito do estresse oxidativo em proteínas foi avaliado por meio da 

determinação de grupos carbonil baseado na reação com dinitrofenilhidrazina. 

Resumidamente, as proteínas foram precipitadas por adição de ácido tricloroacético 

a 20% e dissolvidas em dinitrofenilhidrazina, e a absorbância foi aferida em 370nm. 

Os resultados foram expressos como níveis de proteínas carboniladas por miligrama 

de proteína (nmol/mg de proteína)120. 

 

3.5.4 Atividade de Enzimas Antioxidantes 

 

A atividade enzimática da superóxido dismutase (SOD) foi determinada pela 

capacidade de inibir espontaneamente a oxidação da adrenalina em adrenocromo. A 

SOD presente na amostra compete pelo radical O2
- diminuindo a oxidação da 

adrenalina. Dessa forma a velocidade de formação do adrenocromo em um meio de 

reação contendo glicina-NaOH (50mM em pH 10,2) e adrenalina (60mM), indica a 

atividade da SOD, a variação de absorbância é medida em 480nm. Uma unidade de 

SOD produz aproximadamente 50% de auto-oxidação de adrenalina. Os resultados 

foram expressos como U/mg de proteína121. 

A atividade da catalase (CAT) foi determinada medindo a taxa de decaimento 

da absorbância do peróxido de hidrogênio (H2O2). A reação utiliza o método que 

emprega H2O2 que deve ser convertido pela CAT em H2O e O2. O tecido cerebral foi 

homogeneizado em tampão de fosfato 50mmol/ L (pH 7,0), e a suspensão resultante 

centrifugada a 3000 rpm durante 10 min. Uma alíquota de 100µl da amostra (20µl) 

será adicionada a 1000µl da mistura de substrato. A mistura de substrato contém 
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0,3ml de peróxido de hidrogênio em 50ml de tampão ao fosfato 0,05M (pH 7,0). 

Absorbâncias serão registradas em 240nm nos tempos zero, 30 e 60 segundos após 

o inicio da reação. Uma curva padrão foi estabelecida utilizando catalase purificada 

(Sigma, MO) em condições idênticas. Os resultados foram expressos em U/mg de 

proteína122. 

 

3.5.5 Quantificação de proteínas 

 

A quantificação de proteínas foi realizada de acordo com o método descrito 

por Lowry, Rosenbruogh e Randal, baseado na reação de Folin-Ciocalteu, sendo 

usada para normalização dos resultados das dosagens neuroquímicas123. 

 

3.5.6 Esquiva inibitória 

  

O teste de esquiva inibitória foi utilizado para avaliar a memória aversiva. 

Utilizou-se uma caixa retangular acrílica de 50 x 25 x 25cm (Albarsch), que possui, 

no chão, barras paralelas de ferro (1 mm de diâmetro) com espaçamento de 1 cm e 

uma plataforma de 7 cm de largura e 2,5 cm de altura. Na seção de treino, os 

animais foram colocados na plataforma e contou-se o tempo de latência até que o 

animal encostasse com as quatro patas nas barras de ferro, por meio de contador 

automático. No momento em que o animal encostou nas barras de ferro, recebeu um 

choque de 0,2mA por dois segundos. Após 24 horas, realizou-se a seção de 

retenção, em que foi contado o tempo de latência até o animal descer da plataforma 

(no máximo 180 segundos), sem que o animal recebesse choque124. 

 

3.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

Para as análises bioquímicas, as diferenças entre grupos foram determinadas 

por análise de variância de uma via (Anova) e teste post hoc Tukey e de memória 

por teste t student’s. Os resultados foram expressos em média ± desvio padrão e 

p<0.05 foi considerado estatisticamente significante. Dados sobre o tempo gasto na 

plataforma na esquiva inibitória foram expressos como mediana e intervalo 

interquartil e comparações entre os grupos por teste Mann–Whitney. Os grupos 

individuais foram avaliados por teste Wilcoxon’s. Todas as análises foram 
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executadas utilizando o programa SPSS® (Statistical Package for the Social 

Sciences) versão 20.0 e os gráficos apresentados foram construídos no 

Graphpadprism® versão 5.  

 

3.7 ASPECTOS ÉTICOS DA PESQUISA 

 

O presente projeto de pesquisa foi submetido à Comissão de Ética em Uso de 

Animais (CEUA) da Universidade do Sul de Santa Catarina – UNISUL, recebendo o 

parecer de aprovação conforme o protocolo 16.03.5.01.IV (Anexo A). A utilização 

dos animais seguiu os princípios da lei Arouca - Diretriz Brasileira para o Cuidado e 

a Utilização de Animais para fins científicos e didáticos - DBCA-2013125. 
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4. RESULTADOS 

 

 

 Para a investigação do efeito da STC-1 no hipocampo de ratos submetidos a 

sepse no que se refere a possível formação de ERNs e EROs, foi avaliado o nível de 

nitrito/nitrato (N/N) (Figura 3). Foi verificado níveis aumentados de N/N no grupo CLP 

+ salina quando comparado com o grupo sham + salina, assim como os demais 

grupos CLP. Quando comparado o grupo CLP + salina com os grupos que 

receberam STC-1 (CLP + STC-1 20ng, CLP + STC-1 50ng e CLP + STC-1 100ng), 

todos foram capazes de reduzir significativamente os níveis de N/N.  

 

 

Figura 3 - Concentração de nitrito e nitrato no hipocampo em ratos que receberam 

STC-1 ou salina e submetidos à sepse polimicrobiana por CLP.  

Os dados foram expressos como média ± desvio padrão onde *p<0,05 comparado 

ao grupo controle e # comparado ao grupo CLP + salina (ANOVA de uma via 

seguido de post hoc de Tukey, n=6). 
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 No que se refere as análises de dano oxidativo, verificou-se que, na avaliação 

ao dano em lipídios (Figura 4), expresso em equivalente a malondialdeído, no 

hipocampo, houve um aumento significativo de dano no grupo CLP + salina quando 

comparado ao grupo SHAM + salina. Porém estes níveis não foram revertidos com 

STC-1. 

 

  

Figura 4 - Avaliação do dano em lipídios no hipocampo em ratos que receberam 

STC-1 ou salina e submetidos à sepse polimicrobiana por CLP. 

Os dados foram expressos com média ± desvio padrão considerados significativos 

*p<0,05 comparado ao grupo sham + salina (ANOVA de uma via seguido de post 

hoc de Tukey, n=6). 

 

 Quando foi analisado o marcador de dano oxidativo em proteínas no 

hipocampo (Figura 5), verificou-se um aumento significativo da formação de 

proteínas carboniladas no grupo CLP + salina e CLP + STC-1 20ng quando 

comparados ao grupo SHAM + salina. Houve uma diminuição significativa dos níveis 

de proteínas carboniladas quando comparado o grupo STC-1 100ng aos grupos CLP 

+ salina. 
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Figura 5 - Avaliação do nível de proteínas carboniladas no hipocampo em ratos que 

receberam STC-1 ou salina e submetidos à sepse polimicrobiana por CLP.  

Os dados foram expressos como média ± desvio padrão onde *p<0,05 comparado 

ao grupo controle e # comparado ao grupo CLP + salina (ANOVA de uma via 

seguido de post hoc de Tukey, n=6). 

 

 No que se refere a atividade antioxidante, na avaliação da enzima SOD 

(Figura 6) o grupo CLP + salina demonstrou uma diminuição significativa de sua 

atividade quando comparado ao grupo sham + salina, sendo que, o grupo CLP + 

STC-1 100ng conseguiu recuperar significativamente a atividade desta enzima.  
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Figura 6 - Avaliação da atividade da enzima antioxidante SOD no hipocampo em 

ratos que receberam STC-1 ou salina e submetidos à sepse polimicrobiana por CLP. 

Os dados foram expressos como média ± desvio padrão considerados significativos 

para *p<0,05 comparados ao grupo SHAM + salina # comparado ao grupo CLP + 

salina (ANOVA de uma via seguido de post hoc de Tukey, n=6). 

 

 Os níveis da atividade da CAT (Figura 7) apresentaram-se diminuídos 

significativamente quando comparados o grupo CLP + salina com o grupo sham + 

salina, sendo que com STC-1, em todas as concentrações, não tiveram resultados 

significativos.  
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Figura 7 - Avaliação da atividade da enzima antioxidante CAT no hipocampo em 

ratos que receberam STC-1 ou salina e submetidos à sepse polimicrobiana por CLP. 

Os dados são expressos como média ± desvio padrão considerados significativos 

para *p<0,05 comparado ao grupo sham + salina (ANOVA de uma via seguido de 

post hoc de Tukey, n=6). 

 

 Por fim, em longo prazo (10 dias após indução de sepse por CLP) avaliou-se 

a memória aversiva dos animais que receberam STC-1 e salina. A (Figura 8) 

demonstra que houve um aumento significativo do tempo de latência no teste nos 

grupos sham + salina, sham + STC-1 100ng e CLP + STC-1 100ng, quando 

comparado ao tempo de latência do treino, sugerindo que STC-1 100ng foi capaz de 

reverter danos de memória aversiva, já que, o grupo CLP+ salina não demonstrou 

alterações significativas no tempo de latência. 
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Figura 8 - Efeito da administração de STC-1 no tempo de latência no teste de 

esquiva inibitória, 10 dias após a indução de sepse por CLP.  

Os dados foram apresentados como mediana e intervalo interquartil. * p <0,05 

quando comparado com o treino. 
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5. DISCUSSÃO 

 

 

 A sepse é a principal causa de morte nas UTIs, e continua sendo uma 

preocupação na área da saúde no mundo inteiro devido a sua alta morbidade e 

mortalidade1. Sua fisiopatologia se inicia através da resposta inflamatória 

exacerbada decorrente da ativação do sistema imune estimulado por patógenos ou 

até mesmo por parte deles, como o LPS da parede celular de bactérias gram-

negativas126. Iniciando a resposta inflamatória, desencadeia-se uma cascata de 

sinalização sendo liberadas citocinas pró-inflamatórias, juntamente com marcadores 

do estresse oxidativo127. A produção descontrolada de EROs desencadeia o 

estresse oxidativo, ampliando assim a resposta inflamatória, com disfunção celular 

culminando na disfunção orgânica128. 

 Nesse contexto, a sepse além de estar associada à disfunção de múltiplos 

órgãos, inclui a disfunção cerebral, chamada EAS. Embora EAS não esteja bem 

entendida, alguns mecanismos tem sido propostos e envolvem danos celulares 

diretos ao cérebro, disfunção mitocondrial e endotelial e alterações da BHE129,130. A 

partir das alterações na BHE, ocorre a infiltração de células do sistema imune e 

passagem de compostos tóxicos para o parênquima cerebral com ativação de 

células gliais, como a micróglia, que por sua vez resultará na potencialização da 

resposta neuroimune e de produção de EROs e ERNs130. 

 O cérebro é particularmente suscetível às EROs, devido ao seu alto consumo 

de oxigênio131 e, durante a sepse, parece ser um dos primeiros órgãos afetados132. 

Os neurônios são as células mais dependentes de oxigênio dentre os tipos celulares 

do SNC131 e a degeneração mitocondrial com perturbação do funcionamento da 

cadeia respiratória mitocondrial em decorrência do dano oxidativo têm sido 

observadas no cérebro de pacientes sépticos e em modelos animais133,134. 

 EROs, somadas à liberação exacerbada de uma variedade de mediadores 

inflamatórios, podem agir direta ou indiretamente sobre a função mitocondrial e a 

produção de ATP135. Entretanto, a eficiência da fosforilação oxidativa mitocondrial 

está comprometida na sepse, em parte, devido à lesão na membrana mitocondrial76 

 Consequentemente, os elétrons que normalmente fluiriam através da cadeia 

transportadora de elétrons, são desviados para o ciclo da coenzima Q (transporte de 

elétrons no complexo III), gerando O2
-136. 
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 Wang et al. (2009) mostrou que a glicoproteína STC-1, foi responsável por 

diminuir o nível de ATP em macrófagos ativados por LPS, mas não afetou a 

atividade dos complexos da cadeia respiratória I-IV. Ainda, induziu a expressão da 

UCP 2 mitocondrial e como consequência, diminuiu a geração de O2
-106. Os 

superóxidos são importantes para a função e viabilidade dos macrófagos, e as UCP 

2 desempenham um papel na regulação da geração do O2
-; sendo assim ocorre o 

reconhecimento de que STC-1 diminua a geração de O2
- em macrófagos por 

indução do UCP 2 colocando-o na vanguarda da imunidade e citoproteção137. 

 Experimentalmente, em ratos sépticos, Chuang e colaboradores 

demonstraram um aumento na produção de O2
- no tecido cerebral138. 

Adicionalmente, níveis aumentados de óxido nítrico (NO) e de peroxinitrito (ONOO-) 

no cérebro desempenham um papel crítico na função neuronal na sepse46. De 

acordo com essas observações, no presente estudo, foi verificado um aumento no 

grupo CLP + salina comparado ao grupo sham + salina na produção de N/N um 

indicador da formação de ERNs como o ONOO-, formado a partir da reação de O2
- 

com NO. Ainda, conforme discutido anteriormente, a STC-1 exerce um papel 

importante na atenuação da geração de O2
- via expressão de UCP-2 e 

interessantemente, verificou-se que para os animais submetidos a CLP e que 

receberam STC-1 nas diferentes doses, tiveram níveis diminuídos de N/N 

comparados aos que foram submetidos a sepse e receberam salina. 

 O tecido cerebral tem características únicas que o torna mais suscetível ao 

dano oxidativo devido a uma alta taxa metabólica de oxigênio como já mencionado 

além de níveis baixos de defesas antioxidantes em comparação com outros 

órgãos131. EROs e ERNs geradas durante a sepse iniciam a peroxidação lipídica e 

oxidação de proteínas no cérebro e parênquima cerebral, devido a falência dos 

sistemas antioxidantes46. Estas observações ocorrem já no início do curso do 

desenvolvimento da sepse e a terapia com a associação de antioxidantes em 

estudos prévios, atenuou o dano oxidativo no hipocampo e córtex9,139. 

 Portanto, visto o envolvimento da resposta neuroinflamatória com a produção 

espécies reativas na sepse e que o estresse oxidativo ocorre quando a produção 

dessas espécies sobrecarrega a capacidade antioxidante e como alvo, biomoléculas 

como lipídios e proteínas7,136. Buscou-se avaliar a o envolvimento da STC-1 na 

atenuação da peroxidação lipídica e dano em proteínas. Verificou-se que quando os 

animais foram submetidos a sepse, houve aumento de peroxidação lipídica e 
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carbonilação de proteínas no hipocampo em 24 horas após CLP e que a STC-1 foi 

efetiva em diminuir o dano somente sobre proteínas carboniladas e particularmente 

somente na dose de 100ng/kg.  

 Um estudo feito por Tang e colaboradores mostram que ratos submetidos à 

lesão pulmonar por LPS tiveram uma diminuição significativa na formação de 

proteínas carboniladas no tecido pulmonar quando submetidos ao pré-tratamento 

com STC-1, sugerindo que STC-1 tenha protegido contra a lesão pulmonar induzida 

por LPS22. No mesmo estudo, verificaram a atenuação dos níveis de nitrotirosina, 

um marcador de dano oxidativo proteico proveniente de ERNs22. Tal achado, vem ao 

encontro dos nossos resultados com a diminuição de N/N por STC-1 no hipocampo 

de ratos submetidos a sepse, conforme demonstrado acima.  

 Adicionalmente, considerando que a peroxidação lipídica e a carbonilação 

proteica são amplamente utilizadas como biomarcadores do estresse oxidativo, 

representando um espectro de modificações oxidativas, a quantificação dos 

conteúdos de grupos carbonila apresenta uma vantagem sobre os produtos da 

lipoperoxidação, pois as proteínas oxidadas geralmente são mais estáveis140. Essa 

observação reforça a importância dos achados do estudo que embora a STC-1 não 

tenha resultado em diminuição de níveis de produtos da peroxidação lipídica, 

exerceu ação importante sobre a carbonilação proteica.  

 O mecanismo antioxidante enzimático é considerado uma defesa primária 

contra as ERNs e EROs causadoras de danos oxidativos em macromoléculas 

biológicas131. Com base em estudos prévios de que o desequilíbrio de antioxidantes 

pode contribuir para o dano oxidativo em regiões cerebrais após sepse experimental, 

verificamos9,139, no presente estudo uma potencialização do déficit da atividade das 

enzimas antioxidantes SOD e CAT no hipocampo, quando a sepse foi induzida nos 

animais. Para a atividade da SOD, verificamos que a STC-1 foi eficiente no seu 

aumento para a dose de 100ng/kg o que não foi verificado para as demais doses. 

 Lui e colaboradores demonstraram que a STC-1 protege contra a injuria renal 

em modelo de isquemia e reperfusão por ativar diferentes vias envolvidas no 

aumento da produção da SOD83. Por outro lado, a STC-1 não exerceu nenhum 

efeito sobre a atividade da enzima antioxidante CAT. Desse modo é possível que a 

STC-1 tenha exercido algum efeito sobre a atividade da enzima GPx e sua ação 

frente ao H2O2, o que pode ter contribuído para o efeito protetor contra o estresse 

oxidativo hipocampal neste modelo pré-clínico. Semmler e colaboradores (2007) 
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indicaram ainda, uma redução significativa na densidade dos neurônios na região 

CA1/CA2 do hipocampo após à sepse58.  

 Desse modo, classicamente e sabido que as incapacidades cognitivas 

parecem estar relacionadas diretamente aos processos dependentes do hipocampo, 

danificando a memória141. Barrichello e colaboradores (2006) demonstraram que 10 

dias após a indução de sepse por CLP, os ratos apresentaram diminuição da 

capacidade de memória aversiva, mostrando que o grupo sepse necessita 

aproximadamente duas vezes mais estímulos para alcançar o critério de aquisição 

de memória, quando comparado com o grupo sham, comprovando, assim, a 

dificuldade na aprendizagem e isso se mantem até 30 dias após a sepse62. Semmler 

e colaboradores (2007) mostraram que ratos submetidos à sepse pelo modelo LPS 

apresentaram após 3 meses, alterações comportamentais, dano neuronal em sub-

regiões hipocampais e redução da inervação colinérgica em áreas corticais58. Em 

pacientes, sabe-se que a sepse causa comprometimento da memória de longo prazo 

em até dois anos após a alta hospitalar139. 

 Sabendo da possível extensa lesão neuronal, déficits neurológicos a longo 

prazo e alterações no processo de aprendizagem e memória, avaliou-se a memória 

aversiva dos animais por meio do teste de esquiva inibitória. Verificamos nesse 

sentido, que a administração de STC-1 com a dose de escolha de 100ng/kg em 

virtude dos resultados bioquímicos, exerceu um efeito positivo frente ao prejuízo a 

memória e aprendizado nos ratos submetidos à sepse, o que não ocorreu nos 

animais submetidos à sepse com administração de salina. Tais respostas a longo 

prazo, podem ser em decorrência da proteção precoce contra o estresse oxidativo 

hipocampal exercido nos animais. Conforme Biff e colaboradores, o estresse 

oxidativo em tempos precoces como 24 horas após CLP está diretamente 

correlacionado com o comprometimento cognitivo em longo prazo10. 

 Por todos os aspectos levantados, o presente trabalho mostra pela primeira 

vez o envolvimento da STC-1 na diminuição do estresse oxidativo hipocampal e 

como resposta em longo prazo diminui o dano a memória em ratos submetidos à 

sepse. 
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6. CONCLUSÃO 

 

 

 O presente estudo mostra que a STC-1 exerce um efeito protetor contra o 

estresse oxidativo hipocampal em ratos submetidos à sepse polimicrobiana 24 horas 

após a indução da doença. Foi observado a diminuição na concentração de N/N nas 

três doses de STC-1 quando os animais foram submetidos a sepse. Para o dano em 

lipídios, não encontramos resultados significativos referentes ao efeito da STC-1, 

enquanto para o dano as proteínas carboniladas, tivemos uma diminuição na maior 

dose de STC-1 testada. Para a atividade antioxidante, verificou-se um aumento da 

SOD superóxido dismutase na maior dose de STC-1 em ratos sépticos. A STC-1 

mostrou influenciar, ainda, na melhora do desempenho da memória aversiva dos 

animais 10 dias após a indução de sepse. 
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