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RESUMO 

 

 

Introdução: Pacientes sobreviventes de sepse desenvolvem danos cognitivos agudos 

e em longo prazo e a ativação microglial está envolvida com a sua fisiopatologia.  

Recentemente, foram identificados receptores que formam complexos proteicos, 

chamados inflamassomas. O inflamassoma NLRP3 pode estar envolvido com a 

exacerbação da resposta inflamatória microglial após a sepse.  

Objetivo: Investigar o envolvimento do inflamassoma NLRP3 sobre alterações 

cerebrais precoces e tardias na sepse experimental.  

Métodos: Ratos Wistar machos de dois meses de vida, submetidos a 

de sepse por ligação e perfuração cecal (grupo CLP) ou somente laparotomia (grupo 

sham). Imediatamente após, receberam salina ou inibidor do inflamassoma NLRP3 

(MCC950, 140 ng / kg), via icv. Vinte e quatro horas após, córtex pré-frontal e 

hipocampo foram isolados. Analisou-se os níveis de citocinas, níveis de NLRP3, 

ativação microglial e astrocitária, estresse oxidativo, formação de nitrito/nitrato e 

atividade da cadeia respiratória mitocondrial. Durante dez dias houve avaliação de 

sobrevida, e em seguida foram realizados testes comportamentais. 

Resultados: MCC950 evitou a elevação dos níveis de citocinas IL-1β, TNF-α, IL-6 e 

IL-10 no hipocampo, 24 horas após a sepse. No mesmo tempo, houve elevação dos 

níveis do receptor NLRP3 no córtex pré-frontal e hipocampo, associada a ativação 

microglial, mas não astrocitária. MCC950 evitou dano em lipídios e proteínas, bem 

como preservou a atividade da enzima SOD no hipocampo. Houve variação na 

atividade da cadeia respiratória mitocondrial, sem padrão reconhecível. A 

administração de uma única dose do inibidor de formação do NLRP3, gerou melhora 

na sobrevida, e diminuição do dano cognitivo nos animais avaliados 10 dias após a 

sepse. 

Conclusão: A formação do inflamassoma NLRP3 está associada a alterações 

bioquímicas e neuroinflamatórias agudas, elevação da mortalidade e presença de 

dano cognitivo em longo prazo após a sepse experimental. 

 

Descritores: Sepse. Microglia. NLRP3.  

  



 

  

ABSTRACT 

 

 

Introduction: Surviving sepsis patients develop acute and long-term cognitive 

damage and microglial activation is involved in its pathophysiology. Recently, they 

have been identified as protein-forming receptors, called inflammasomes. The NLRP3 

inflammasome may be present with the exacerbation of the microglial inflammatory 

response after sepsis. 

Objective: To investigate the involvement of the NLRP3 inflammasome in early and 

late brain changes in experimental sepsis. 

Methods: Two-month-old male Wistar rats submitted to sepsis by cecal ligation and 

perforation (CLP group) or only laparotomy (sham group). Immediately, they received 

saline or NLRP3 inflammasome inhibitor (MCC950, 140 ng / kg), via icv. Twenty-four 

hours later, prefrontal cortex and hippocampus were isolated for analysis of cytokine 

levels, NLRP3 levels, microglial and astrocyte activation, measures of oxidative stress, 

nitrite/nitrate formation and mitochondrial respiratory chain activity. Survival was 

assessed for ten days, and then behavioral tests were performed. 

Results: MCC950 prevented elevated levels of cytokines IL-1β, TNF-α, IL-6 and IL-10 

in the hippocampus, 24 hours after sepsis. At the same time, there was an increase in 

the levels of the NLRP3 receptor in the prefrontal cortex and hippocampus, associated 

with microglial activation, but not astrocyte. MCC950 prevented damage to lipids and 

proteins, as well as preserved the activity of the SOD enzyme in the hippocampus. 

There was variation in the activity of the mitochondrial respiratory chain, with no 

recognizable pattern. The administration of a single dose of the inhibitor of NLRP3 

formation, improved survival, and decreased cognitive damage in animals evaluated 

10 days after sepsis. 

Conclusion: The NLRP3 inflammasome formation is associated with acute 

biochemical and neuroinflammatory changes, increased mortality and the presence of 

long-term cognitive damage after experimental sepsis. 

 

Keywords: Sepsis. Microglia. NLRP3. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

A sepse é uma síndrome complexa e extremamente comum nas unidades de 

terapia intensiva ao redor do mundo, apresenta elevados índices de mortalidade e 

morbidade, com prevalência de até 60% em pacientes internados1. Na sepse, a 

resposta inflamatória é amplificada de tal forma, que causa dano em órgãos diferentes 

daquele que acometidos pela infecção inicial, sendo que o encéfalo está entre os 

acometidos, o que gera alterações neurológicas agudas e em longo prazo2,3. 

Há anos, estudos tem associado o dano neurológico na sepse com a elevação 

da permeabilidade das barreiras encefálicas, causada pela exacerbada liberação de 

citocinas pró-inflamatórias e pelo estresse oxidativo periférico4,5. Estes mediadores 

ativam células imunes no encéfalo, como a microglia. 

A microglia tem funções imunes no SNC, ela exibe diversos receptores de 

superfície celular, que podem ser ativados por diferentes ligantes, e em certos 

momentos, pode ocorrer até uma super ativação da microglia, gerando uma resposta 

inflamatória persistente, que pode ser causa de dano celular no encéfalo6. Todavia 

acredita-se que ainda existam outros mecanismos, até mesmo mecanismos 

fisiológicos que quando superativados podem contribuir para o dano encefálico após 

a sepse7.  

Quando ativada, a microglia libera citocinas, como a interleucina 1β (IL-1β), a 

qual é sintetizada a partir de precursores inativos e que dependem da clivagem 

executada pela enzima caspase-1 para se tornar ativa e exercer suas funções6. Para 

a ativação da caspase-1 é necessária a clivagem de pro-caspase 1 realizada por um 

complexo multiprotéico denominado inflamassoma6. O inflamassoma é um grupo de 

complexos proteicos de alto peso molecular presentes no citosol que são formados 

para mediar as respostas imunes do hospedeiro à infecção microbiana e ao dano 

celular8. Todavia, estudos recentes vêm demostrando que a ativação exacerbada 

deste complexo está envolvida na patogênese de diversas doenças 

neuroinflamatórias, como Alzheimer9 e Parkinson10 sendo responsável pela 

exacerbação da neuroinflamação e danos cognitivos nestas doenças. 

O inflamassoma chamado domínio de ligação e oligomerização de 

nucleotídeos contendo domínios ricos em leucina e domínio pirina tipo 3 (NLRP3), 

regula a ativação da via da caspase-1 até a liberação e ativação das citocinas IL-1β e 
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a interleucina-18 (IL-18), podendo assim estar relacionado com a potencialização da 

resposta inflamatória e com isso, levando a alterações neuroquímicas e 

comportamentais como já verificados  em estudos experimentais e possivelmente nas 

apresentadas pelos pacientes com sepse7.  

Utilizando um inibidor específico da via do inflamassoma NLRP3 diretamente 

no encéfalo, acreditamos ser possível gerarmos mais informações sobre o 

envolvimento desse inflamassoma sob alterações cerebrais na sepse. Tais respostas 

podem assim esclarecer o seu papel na resposta inflamatória potencializada, na morte 

celular associada a disfunção cerebral aguda e consequentemente, em sobreviventes 

da sepse, ao prejuízo cognitivo, resultado da extensa degeneração de neurônios 

cerebrais.  

 

1.1 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

1.1.1 Sepse: breve histórico e definições  

 

A palavra sepse deriva do grego, e significa alguma coisa (animal ou vegetal) 

que se decompôs na presença de bactérias. Hipócrates foi um dos primeiros a 

identificar a sepse, onde ele descreve um “decaimento biológico” que parecia ocorrer 

no cólon, com a liberação de “princípios perigosos” que causavam a autointoxicação11. 

Com as diversas teorias criadas, predominando a teoria dos animalcúlos e do 

miasma, foi apenas no século XIX que surgiram explicações mais científicas sobre a 

sepse. Um achado histórico relevante, foi observado por Ignaz Semmelweis, na data 

de 1841, enquanto trabalhava em uma maternidade. Semmelweiss observou que a 

taxa de mortalidade entre as mulheres que eram atendidas por estudantes de 

medicina era muito superior (16%) a taxa de mortalidade entre as mulheres que eram 

atendidas por parteiras (2%). O pesquisador intrigado começou a fazer observações. 

Todavia, a explicação para tal fato, surgiu quando um de seus colegas faleceu, após 

se machucar durante uma necropsia. Semmelweis então, observou que os alunos de 

medicina, não lavavam as mãos após as necropsias e assim,  levavam as “substâncias 

tóxicas” para as próximas mulheres em trabalho de parto, o que ocasionava a elevada 

mortalidade12. Estes foram os primeiros relatos da sepse.  
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No entanto, apenas na década dos anos 1990, foi que surgiu a primeira 

definição conceitual para sepse13, e desde estão o conceito vem sendo aprimorado 

com o passar dos anos. O mais recente, data de 2016, onde o Jornal da Associação 

Médica Americana publicou uma proposta para definições e critérios de sepse, 

chamada de sepse-3.  Neste consenso, a sepse, passou a ser definida como uma 

síndrome, na qual o paciente apresenta disfunção orgânica com risco de vida em 

decorrência da inflamação exagerada causada por uma infecção14.  

Na suspeita clínica de infecção, o diagnóstico precoce da sepse é crucial para 

redução da mortalidade. Para isso sugerem-se o uso de critérios rápidos do sistema 

de pontuação de disfunção orgânica (qSOFA; do inglês quick Sequential Organ 

Failure Assessment Score). Onde a alteração de dois dos três parâmetros indica a 

presença de sepse, como por exemplo, alteração do estado mental e pressão arterial 

sistólica de 100 mmHg (milímetros de mercúrio)15.  

Para a confirmação e seguimento do paciente com disfunção orgânica, passa-

se a considerar a alteração de 2 pontos na pontuação total do sistema de pontuação 

de disfunção orgânica completo (SOFA; do inglês Sequential Organ Failure 

Assessment Score). O escore SOFA associa as seguintes alterações orgânicas: 

respiração, coagulação, hipotensão, marcadores hepáticos e renais, bem como a 

escala de coma Glasgow. Quanto maior a pontuação do paciente, mais grave é a sua 

disfunção orgânica, ou seja, mais órgãos estão lesionados pela resposta inflamatória 

exacerbada15–17.  

Outra fase, ainda mais grave na evolução da sepse, é chamada de choque 

séptico, nessa fase o paciente encontra-se em estado de hipotensão persistente após 

a reposição volêmica. Os critérios para essa classificação são, necessidade do uso 

de vasopressores para manter a pressão arterial média igual ou superior a 65mmHg, 

associado ao aumento dos níveis de lactato sérico acima de 18 mg/dL, independente 

do volume de reposição volêmica. Pacientes com esta clínica tem um acréscimo de 

40% na mortalidade hospitalar14. 

Uma recente conquista, para a disseminação da importância do diagnóstico 

precoce da sepse, ocorreu no ano de 2017, ocasião na qual a Organização Mundial 

da Saúde reconheceu a sepse como uma doença de prioridade na saúde global, 

incluindo-a nas estatísticas globais da carga de doenças, o Global Burden of Disease 

Statistics. Sendo assim, as ações voltadas ao objetivo de melhoria, prevenção e 
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gerenciamento da sepse em caráter mundial, visando diminuição de morbidade e 

mortalidade, recebem maior importância e destaque, fortalecendo ações de saúde 

pública18.  

 

1.1.2 Epidemiologia da sepse 

 

Devido a sua gravidade e prevalência, a sepse é uma importante preocupação 

em saúde pública, com estimativas globais de 31,5 milhões de casos anualmente, 

incluindo 19,4 milhões de casos graves, resultando potencialmente em 5,3 milhões de 

mortes19. No Brasil, os dados disponíveis, demonstram prevalência de 290 casos de 

sepse para cada 100.000 habitantes adultos por ano, o que gera 420.000 casos por 

ano, dos quais mais, da metade dos pacientes falecem ainda no hospital20. Embora 

sejam dados alarmantes, os mesmos são semelhantes aos encontrados em países 

desenvolvidos, onde descrevem-se 270 casos por 100.000 habitantes por ano19.  

Felizmente, na última década houve a diminuição da mortalidade de pacientes 

com sepse. Em 2014, 1,3 milhão de adultos norte-americanos sobreviveram a uma 

internação por sepse, dos quais 56% tinham 65 anos ou mais21. Entretanto, outros 

desafios surgem, principalmente os relacionados a qualidade de vida e ao manejo dos 

danos neurológicos agudos e persistentes apresentados pelos sobreviventes. Dentre 

os pacientes que sobrevivem a sepse, até 75% sofrem de alguma incapacidade 

funcional e/ou laboral, e cerca de 17% manifestam algum grau de comprometimento 

cognitivo, o que afeta diretamente a sua qualidade de vida22.  

Durante a internação por sepse os pacientes experimentam delírio e 

comprometimento da consciência, independente do uso de medicamentos que 

poderiam causar essas manifestações. Após a alta hospitalar, um estudo evidenciou  

comprometimentos a longo prazo, na memória, atenção, fluência verbal e 

funcionamento executivo23. Outro estudo demonstra que os sobreviventes, enfrentam 

alta taxa de mortalidade em um ano, quando comparados com sobreviventes de 

outras doenças24. Ainda, existem evidências, que demonstram que essas sequelas 

não podem ser atribuídas, apenas, ao mau estado de saúde antes da admissão com 

sepse, o que indica que a sepse agrava a saúde do paciente, mesmo depois da 

recuperação25. Dessa forma, conclui-se que mecanismos relacionados a fisiopatologia 

da sepse no encéfalo, e ainda não totalmente esclarecidos, sejam os causadores ou 
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potencializadores das sequelas observadas nos sobreviventes de sepse, em outras 

palavras, o que ocorre no SNC durante a sepse, pode resultar em danos permanentes 

nos pacientes sobreviventes. 

 

1.1.3 Fisiopatologia da sepse  

 

A resposta imunológica inata do hospedeiro contra uma infecção bacteriana é 

um processo complexo, que visa identificar o foco infeccioso, eliminar o agente 

patogênico e reparar o tecido lesionado26. Envolve a ativação de células fagocíticas 

residentes e circulantes, bem como a geração de mediadores pró-inflamatórios e 

oxidantes necessários para a eliminação do patógeno27. Na grande maioria das vezes, 

o sistema imunológico é capaz de controlar a infeção, sem que ocorra doença 

infecciosa, em outros casos, há necessidade do uso de medicamentos. Entretanto, 

em determinados pacientes, embora ocorra o controle dos microrganismos no foco 

infeccioso, por diferentes motivos a resposta imune se torna descontrolada, e os 

mediadores químicos que deveriam ter ação local, passam a gerar resposta sistêmica 

que levam a disfunção orgânica1, o que caracteriza a sepse. 

As células humanas, como os neutrófilos, macrófagos, microglia, entre outras, 

apresentam em sua superfície celular um receptor de reconhecimento de padrões 

(RRP). Esses são capazes de reconhecer, microrganismos, que apresentam  

diferentes padrões associados a patógenos (chamados de PAMPs). E da mesma 

forma, os RRP podem reconhecer padrões moleculares associados ao dano celular 

(DAMPs)28. Estes RRP estão ligados a vias de transdução de sinais intracelulares que 

ativam várias respostas celulares, incluindo o estímulo a inflamação29.  

São exemplos de RRP, os receptores  semelhantes a Toll (TLR), os receptores 

varredores, as lectinas tipo C, os receptores semelhantes a NOD (NLR), e os 

receptores N-formil-Met-Leu-Phe28. Na sepse, tem se estudado majoritariamente os 

receptores semelhantes a Toll tipo 4 (TLR-4), especializados em reconhecimento de 

lipopolissacarídeo (LPS) de bactérias gram-negativas e o TLR-2, responsável pela 

sinalização da presença dos peptiodeoglicanos de bactérias gram-positivas30–34.   

Como exemplo, na sepse polimicrobiana, há liberação de LPS e 

peptiodeoglicanos que após reconhecidos pelos RRP, ativam vias de sinalização 

levando a translocação do fator nuclear kappa B (NF-kB) do citoplasma para o interior 
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do núcleo da célula humana. O NF- kB é responsável pela ativação de diversos genes, 

incluindo os codificadores de citocinas pró-inflamatórias, como a pró-interleucina IL-

1β, fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), interferon gama (IFN-y) e a interleucina-6 

(IL-6)35. A liberação in loco destas citocinas é muito importante para o estímulo do 

recrutamento de leucócitos para o foco infecioso, onde acontecerá a fagocitose, com 

liberação de radicais livres, processo este importante para o controle dos patógenos. 

Todavia, na sepse, mesmo ocorrendo o controle dos microrganismos no local inicial 

da infecção,  a resposta inflamatória gerada pelo hospedeiro é capaz de causar dano 

tecidual em órgãos diferentes do acometido pelo infecção36.  

Na fisiopatologia da sepse, há envolvimento de respostas geradas pela 

inflamação exacerbada, como isquemia tecidual, lesão citopática por mediadores 

inflamatórios e espécies reativas de oxigênio (EROs). Desse modo, ocorre lesão 

endotelial difusa, trombose microvascular, ruptura das junções das células endoteliais 

gerando dano tecidual e orgânico. A combinação desses mecanismos contribui para 

a disfunção orgânica, incluindo dano no SNC37,38. 

 

1.1.4 Disfunção do SNC na sepse 

 

Normalmente a sepse tem início com uma infecção periférica, ou seja, externa 

ao encéfalo, como pneumonia ou apendicite, sendo então a resposta inflamatória 

disseminada por todo organismo, incluindo o SNC6. Certamente,  são crescentes as 

evidências de acometimento do SNC, tanto em modelos animais39 como em estudos 

clínicos40. Humanos sobreviventes de sepse, experimentam diferentes sequelas, 

entre estas as físicas, como fraqueza muscular24, as cognitivas, como deficiências de 

longo prazo na memória, atenção, fluência verbal e funcionamento executivo42. Ainda 

há a possibilidade de sintomas de ansiedade, de depressão e o aparecimento de 

estresse pós traumático41–43.  

Em pacientes sobreviventes existem evidências de melhora na função cognitiva 

nos primeiros seis meses após a alta hospitalar, alguns estudos evidenciam que as 

alterações cognitivas podem persistir por até seis anos44. Nestes casos os pacientes 

apresentam alterações na velocidade de processamento mental, na memória, atenção 

e nas habilidades espaço-visuais45,46. Quando há comprometimento da memória e 

cognição, existe um indicativo de disfunção do hipocampo e córtex pré-frontal, sendo 
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este último ainda responsável por funções executivas e que requerem atenção47,48, 

funções estas prejudicadas em pacientes que passaram por um episódio de sepse. 

De fato, no encéfalo de pacientes sobreviventes de sepse foram encontradas 

lesões isquêmicas, leucoencefalopatia difusa, edema vasogênico grave com 

anormalidades de distribuição posterior predominante e eventualmente a presença de 

atrofia no hipocampo, por exemplo49–52, achados estes que podem justificar, pelo 

menos em partes, as alterações cognitivas apresentadas.  

No entanto, estas manifestações neurológicas e em exames de imagem podem 

decorrer de alterações neuroimunes causadas pela sepse e que afetam a 

homeostasia do SNC. Estudos pré-clínicos tentam evidenciar possíveis mecanismos 

fisiopatológicos envolvidos nessa disfunção, e cada vez mais evidências sustentam o 

envolvimento da elevação da permeabilidade da BHE, ativação microglial com 

estresse oxidativo e nitrosativo que sustentam a neuroinflamação por períodos 

prolongados e que por sua vez causam danos aos neurônios e seu funcionamento 

normal53. 

 

1.1.4.1 Fisiopatologia da encefalopatia associada à sepse 

  

A resposta imune exacerbada que ocorre durante a sepse, pode elevar a 

permeabilidade da BHE, facilitando a infiltração de células imunes da corrente 

sanguínea para o encéfalo, que, juntamente com a resposta imune encefálica, causam 

danos neuronais (Figura 1)54.  

A sinalização periférica gerada pelos mediadores inflamatórios, leva a ruptura 

da BHE, elevação de infiltrado de células imunes periféricas no encéfalo, causando a 

ativação microglial e fenômenos de estresse oxidativo e nitrosativo. A ativação 

microglial favorece a elevação do estresse oxidativo e da presença de substâncias 

pró-inflamatórias, potencializando os danos neuronais55. Dessa forma, dois fatores 

que podem ser os iniciadores das alterações encefálicas, poderiam ser a sinalização 

imune gerada pela reposta sistêmica da sepse associada ao aumento da 

permeabilidade da BHE, seguida de neuroinflamação54. 
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Figura 1- Fisiopatologia da encefalopatia associada à sepse 

 

Fonte: Adaptado de Danielski LG., et al, 201854 

 

Durante a sepse há liberação de mediadores inflamatórios, capazes de ativar 

o endotélio da BHE e elevar sua permeabilidade56. Com elevação da permeabilidade, 

tais mediadores e moléculas potencialmente tóxicas acessam mais facilmente o 

SNC54. Em resposta a estes eventos agressores, ocorre ativação microglial, na 

tentativa de recuperação da homeostase57. As microglias ativadas liberam citocinas e 

espécies reativas de oxigênio, por exemplo, que podem causar dano a BHE e além 

disso, aos próprios neurônios e outras células gliais58. Estas alterações originam 

danos teciduais importantes, que podem causar alterações agudas e/ou persistentes 

na cognição e comportamento do paciente sobrevivente de sepse53.   

 

1.1.4.2 Ativação do SNC e disfunção da BHE após a sepse 

 
Os mediadores inflamatórios liberados durante a sepse podem causar ativação 

do SNC por diferentes vias. Uma delas, seria por meio da ativação das fibras nervosas 

do sistema nervoso autônomo, mais especificamente através do nervo vago, que se 

comunica diretamente com as estruturas encefálias59. As outras duas compreendem 

a permeação através dos órgãos circunventriculares60, ou a difusão através da BHE 

ativada ou danificada61,62.  

A BHE é componente da maioria dos microvasos do SNC sendo formada por 

células endoteliais especializadas, cercadas por astrócitos e microglias63. No entanto, 

em alguns casos a presença desta barreira não é suficiente para proteger o SNC, 

justamente o que ocorre nos pacientes que desenvolvem sepse54,64. A sinalização 
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imune através da ativação das células endoteliais que compõem a BHE, é bastante 

estudada, uma vez que pode causar o aumento da permeabilidade da mesma e nesse 

sentido gerar sua disfunção65, aumentando a infiltração de substâncias tóxicas dos 

tecidos periféricos para o encéfalo.  

As citocinas pró-inflamatórias liberadas perifericamente desempenham papel 

importante na ruptura da BHE, seja por ativação endotelial direta ou relacionada a 

capacidade que as mesmas têm de elevar a expressão de metaloproteinases de 

matriz extracelular (MMPs, do inglês matrix metalloproteinase), enzimas da classe das 

proteases zinco-dependentes66. Na sepse, se sabe que as MMP-2 e MMP-9 têm o 

potencial de degradar as junções entre as células endoteliais da BHE entre 12 a 48 

horas após a indução da doença em modelo animal, especialmente no hipocampo67, 

o que leva ao aumento de permeabilidade desta barreira encefálica.  

O aumento da permeabilidade da BHE tem sido descrito como uma 

característica inicial de diversas doenças inflamatórias, como esclerose múltipla, 

convulsões e doenças neurodegenerativas65. Os estudos que buscaram avaliar as 

causas da elevação da permeabilidade da BHE na sepse, demonstram que o maior 

dano às células endoteliais ocorre 24 horas após o início da sepse, momento este em 

que também foi verificada a elevação do rolamento de leucócitos nos microvasos do 

encéfalo68,69.  

Ainda, há evidências de aumento de expressão de molécula de adesão do tipo 

1, responsável pelo rolamento e infiltração de leucócitos na microvasculatura cerebral 

do hipocampo, estriado, córtex total e córtex pré-frontal por até 24 horas após a 

indução de sepse experimental61,70. Com a ruptura da BHE, citocinas, células imunes 

periféricas e outras moléculas imunogênicas e tóxicas tem acesso livre ao encéfalo, 

podendo migrar para regiões cerebrais que estão relacionadas à memória e cognição,  

como o córtex pré-frontal e  hipocampo, causando danos neuronais, por ativação 

microglial e astrocitária71. Evidências demonstram que a presença de citocinas em 

regiões encefálicas mais profundas pode levar à apoptose e insuficiência 

bioenergética neuronal, bem como interferências no metabolismo oxidativo, elevando 

a produção de EROs e diminuindo a capacidade energética celular72,73, resultando em 

lesão cerebral e edema do tecido axonal74–76.  

 

1.1.4.3 Ativação microglial e astrocitária na sepse 
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A microglia representa até 12% das células no SNC77. Ela é a principal célula 

imune residente no encéfalo e está relacionada com a homeostasia e defesa contra 

patógenos. No entanto, sua ativação constante, tem forte associação com a 

fisiopatologia de doenças neuroinflamatórias e neurodegenerativas78. Uma das 

primeiras evidências de ativação microglial em pacientes com sepse foi relatada em 

200779, onde os encéfalos de 13 pacientes que faleceram de sepse tinham níveis mais 

elevados de CD68 (marcador de microglia ativada) quando comparados com 

pacientes controle. Outro estudo, mais recente demonstrou a ativação microglial 

(também com o uso do marcador CD68) em pacientes que não sobreviveram ao 

choque séptico80. 

Em resposta a um estímulo, a microglia pode iniciar uma resposta 

neuroinflamatória, onde exibe fenótipos capazes da produção e liberação de citocinas 

como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e a IL-1β81, e possivelmente moléculas 

de adesão celular82, importantes para recrutamento de células imunes adicionais com 

objetivo de reestabelecer a homeostasia. No entanto, a ativação microglial de forma 

sustentada pode induzir neurotoxicidade, levando a neurodegeneração78.  

Assim como as células imunes periféricas, a microglia expressa TLR (por 

exemplo, TLR-4 e TLR-6)83. A ativação destes receptores, gera respostas 

intracelulares semelhante as células periféricas, além da capacidade de causar a 

polarização da microglia, para seu estado dito com pró-oxidante84. Além dos TLR, há 

envolvimento de outros receptores presentes nessas células, como os receptores da 

via CD40-CD40 ligante. Com o bloqueio do receptor CD40, houve redução 

significativa na liberação de citocinas pró-inflamatórias, como IL-1β em cultura 

microglial. Ainda houve a melhora da memória de habituação com a inibição desta via 

de ativação em ratos submetidos a sepse85. 

Além da capacidade de ativação microglial através de PAMPs, acredita-se que 

os DAMPs também tenham um papel muito importante durante a sepse. Por exemplo, 

interações entre microglia e depósitos de proteína β-amilóide, podem  levar à perda 

precoce de sinapses86, produção de EROs e óxido nítrico (NO, do inglês nitric oxide) 

bem como a ativação do inflamassoma NLRP3 em modelo animal de Alzheimer87. O 

mesmo pode estar ocorrendo na sepse, uma vez que trabalhos recentes demonstram 

depósitos desta proteína no encéfalo de ratos88,89. 
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Sendo a microglia, uma célula imune, as respostas geradas por sua ativação 

têm como objetivo inicial, o reestabelecimento da homeostase encefálica. No entanto, 

sua ativação excessiva e sustentada, pode causar danos as células adjacentes, como 

os neurônios58. A microglia pode causar danos aos neurônios de forma direta ou 

indireta. A forma indireta deve-se a mudanças geradas por substâncias liberadas pela 

microglia e que podem influenciar na homeostasia nos neurônios. Seja, por meio da 

liberação de TNF-α, IL-1β e mediadores oxidativos, ou pela redução da sua produção 

de fator neuroprotetor derivado do encéfalo (BDNF) e do fator de crescimento símile 

a insulina tipo 1 (IGF-1), fatores estes, importantes na redução da apoptose 

neuronal90. Ou ainda pela liberação de glutamato, o que favorece o mecanismo de 

exitotoxicidade neuronal mediado por este neurotransmissor91.  

Por outro lado, a liberação de proteínas como as catepsinas e MMP58 é capaz 

de causar dano direto aos neurônios. Ainda, quando ativadas, as microglias podem 

reconhecer células estressadas e eliminá-las, nesse sentido, neurônios estimulados 

durante a sepse podem ser reconhecidos como estressados e serem fagocitados58.  

As microglias são capazes de formar radicais livres, mediante complexos 

enzimáticos como a NADPH oxidase, ou por escape de elétrons na cadeia respiratória 

mitocondrial. Há formação de radical superóxido (O-
2), que pode ser transformado em 

peróxido de hidrogênio (H2O2) pela ação da superóxido dismutase (SOD) ou ao reagir 

com o óxido nítrico (NO) formar peroxinitrito (ONOO-) importante espécie reativa de 

nitrogênio (ERNs), moléculas estas que são capazes de causar dano em 

macromoléculas, e portanto, podem lesionar as células neuronais e então, 

comprometem sua função92. Este fenômeno de ataque as macromoléculas, é 

chamado de dano oxidativo. Quando ocorre danos aos lipídios ou proteínas de 

membrana, por exemplo, há redução da fluidez, alterações no potencial de 

membranas e elevação da permeabilidade celular aos íons, resultando em edema das 

organelas, perda de despolarização da membrana e ruptura da membrana plasmática, 

levando à necrose, neuronal por exemplo78.  

Outra célula que faz parte da glia, e que pode estar envolvida com a 

fisiopatologia do dano neuronal na sepse, é o astrócito. Esta célula não tem função 

imune como a microglia, no entanto é muito importante para a manutenção da 

homeostasia no encéfalo, devido a capacidade de liberação de metabólitos, fluídos, 

neurotransmissores e fatores de crescimento93. Interessantemente os astrócitos tem 
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papel importante no auxílio da manutenção da integridade da BHE94, no entanto são 

poucas as evidências pré-clínicas na sepse e são ainda mais raras as evidências 

clínicas. Alguns estudos recentes, utilizando modelo de endotoxemia, demonstraram 

que os canais de cálcio podem estar envolvidos na ativação astrocitária e liberação 

de radicais livres e portanto quando ativados poderiam contribuir para a diminuição da 

homeostasia encefálica95. 

Nesse sentido, a formação de radicais livres, derivados de fagossomos ou de 

disfunção da mitocôndria, que se unem ou não ao NO, podem atacar as células 

encefálicas levando ao dano tecidual e alterações encontradas em modelos animais 

e, provavelmente expliquem parte do dano cognitivo em sobreviventes de sepse54.  

 

1.1.4.4 Estresse oxidativo/nitrosativo e disfunção energética mitocondrial na sepse 

 

O termo radical livre é empregado na química para identificar moléculas que 

apresentam um ou mais elétrons desemparelhados96. Este fenômeno ocorre também 

em células de organismos vivos. Estes radicais apresentam elevada instabilidade 

química, e nesse sentido, podem reagir de forma espontânea com macromoléculas 

biológicas, o que por sua vez causa danos as mesmas, o oxigênio e nitrogênio são as 

principais moléculas precursoras destes radicais97. Ainda, algumas moléculas podem 

ser altamente reativas e lesivas, mesmo sem elétrons desemparelhados, por esse 

motivo, utiliza-se o termo espécies reativas, que representa ambas as moléculas98. 

As espécies reativas podem causam danos em macromoléculas, e esse dano 

têm papel ambíguo. Por exemplo, quando os radicais livres reagem com 

macromoléculas de patógenos, os mesmos acabam sendo lesados e por vezes 

mortos, e este se torna um mecanismo de defesa contra doenças infeciosas99. Por 

outro lado, quando há reatividade contra as macromoléculas de células humanas, as 

mesmas podem ser desestabilizadas e enfim entrarem em morte celular programada, 

o que em grandes extensões pode ser altamente prejudicial para o ser humano100.  

No ser humano, as principais fontes geradoras de espécies reativas são as 

reações que utilizam oxigênio ou nitrogênio99. As mitocôndrias representam a maior 

fonte endógena de produção de EROs nos eucariotos, onde até 2% do oxigênio 

utilizado na respiração celular pode se transformar em espécies reativas101. No 

entanto, as células imunes, como a própria microglia, macrófagos e neutrófilos, que 
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apresentam as enzimas NADPH oxidase, são capazes de produzir elevadas 

concentrações destes metabólitos com potencial microbicida101.  

Entretanto, devido a dualidade exibida pelas espécies reativas, e ao potencial 

tóxico que sua elevação oferece, nosso organismo dispõe de mecanismos 

enzimáticos antioxidantes que visam exercer controle negativo sobre as espécies 

geradas, evitando dano na células humanas97,102. Portanto, quando a produção de 

espécies reativas não é demasiadamente elevada o sistema antioxidante é capaz de 

manter equilíbrio entre a geração e a conversão destas moléculas em metabólitos 

menos reativos. Todavia, quando a produção é exacerbada ou a 

concentração/atividade das enzimas antioxidantes é prejudicada, ocorre o fenômeno 

conhecido como estresse oxidativo, e nesse processo as células humanas acabam 

sendo excessivamente prejudicadas103.  

Na mitocôndria, por exemplo,  os complexos mitocondriais I, II e III são capazes 

de se auto oxidarem e produzirem semiquinona, que transfere diretamente elétrons 

para o oxigênio, formando o radical O-
2
101. O radical superóxido também pode ser 

formado pela enzima NADPH oxidase104 (Figura 2).  

 

Figura 2 - Formação de espécies reativas e as enzimas antioxidantes 

 
Fonte: Adaptado de: Poprac P., et al, 2017105 

 

Imediatamente após a geração de O-
2, a enzima antioxidante, SOD, converte o 

O2 em H2O2 e oxigênio molecular. Outra enzima, a catalase (CAT) entra em ação e 

converte o H2O2 em água e oxigênio molecular. Quando não há efetividade da ação 

da catalase, ou excesso de H2O2 gerado, este é capaz de se difundir entre as camadas 

lipídicas livremente, ou ainda, na presença do íon ferro ou do O-
2 ser convertido no 
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radical hidroxila (OH-). O radical OH- é considerada a molécula com maior capacidade 

de causar dano tecidual, pois não existe sistema enzimático que garanta sua 

eliminação102.  

Além destas, são geradas a partir da ação de enzimas conhecidas como óxido 

nítrico sintase, presentes em células nervosas, epiteliais, endoteliais e macrófagos as 

ERNs. Estas enzimas óxido nítrico sintase, catalisam a oxidação do aminoácido L-

arginina através da redução do oxigênio molecular, sendo gerados a citrulina e o 

NO106. Existem, três isoformas destas enzimas, as isoformas endotelial e neuronal são 

constitutivas, e a isoforma óxido nítrico sintase induzível (iNOS)107, como o próprio 

nome sugere, pode ser induzida por processos inflamatórios, sendo inclusive a 

responsável pela elevação das concentrações de NO na disfunção neurológica na 

sepse108, bem como em mecanismos de neurodegeneração109. 

Quando presente em altas concentrações, o NO reage diretamente com 

oxigênio molecular produzindo ONOO-, um produto altamente oxidante, instável e com 

tempo de meia-vida curto107. E existem evidências de elevação dos níveis de enzima 

iNOS 24 horas após a administração de LPS via intraperitoneal, em diferentes  regiões 

do encéfalo de ratos, como hipocampo e córtex110. Em outros estudos, foi evidenciado 

que a microglia é capaz de liberar NO através da ativação da iNOS, quando 

ativada111,112.  

Diversas doenças neuroinflamatórias estão associadas com o estrese 

oxidativo, inclusive a sepse113. Dados pré-clínicos demonstram que os níveis de 

marcadores de dano lipídico e proteico encontra-se elevado no encéfalo após sepse. 

Além disso, os níveis de enzimas antioxidantes como SOD e CAT encontram-se 

diminuídos, gerando condições para dano celular. Igualmente, há evidências de 

estresse oxidativo nas horas iniciais após a sepse (6, 24 e 48 horas), e que associada 

à disfunção mitocondrial pode contribuir para o aparecimento da disfunção 

neurológica aguda114.  

A disfunção energética mitocondrial, ou dano direto causado pelas EROs e 

ERNs as mitocôndrias, podem afetar diretamente a geração de ATP. No encéfalo, 

evidências de estudos pré-clínicos utilizando modelo animal de sepse, demonstram 

que o hipocampo apresenta alterações na atividade dos complexos I e II entre 12 e 

24 horas após a sepse, persistindo por até 96 horas39. No córtex pré-frontal também 

foi demonstrado aumento da atividade dos complexos III e IV 10 dias após a sepse115. 
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Assim, as alterações na atividade dos complexos da cadeia respiratória mitocondrial 

podem levar a produção de níveis inadequados de ATP, comprometendo a 

homeostasia das células encefálicas116.  

Dessa forma, por todos os aspectos mencionados até o momento, a 

perpetuação das respostas neuroinflamatórias na sepse parece ser um ponto crítico 

no desenvolvimento das alterações estruturais celulares e alterações cerebrais 

agudas e a longo prazo. No entanto, provavelmente outras vias de sinalização 

presentes na microglia, devem estar relacionadas com a produção exacerbada e 

sustentada de citocinas pró-inflamatórias e dos mediadores pró-oxidantes. Nesse 

sentido, outra classe de receptores de reconhecimento de padrões, a dos receptores 

semelhantes a NOD, tem sido relacionada com doenças neuroinflamatórias como 

doença de Parkinson117 e doença de Alzheimer118, que também tem na sua 

fisiopatologia a ativação microglial.  

 

1.1.5 Receptores do tipo NOD e formação do inflamassoma NLRP3 

 
Os receptores semelhantes a NOD (NLRs, do inglês NOD-like receptors) estão 

presentes no citoplasma de diferentes células imunes e atuam como receptores de 

reconhecimento de padrões, PAMPs ou DAMPs, assim como os TLR. A ativação 

destes receptores gera respostas imunes importantes para a defesa do hospedeiro e 

reparo tecidual119. 

 Nos seres humanos, já foram descritos, 22 membros desta família.  Dentre os 

diferentes membros da família NLRs, os receptores NLRP1, NLRP2, NLRP3, NLRC4, 

NLRP6, NLRP7 e NLRP12 quando recebem estímulos específicos, são capazes de 

se ligarem a outras moléculas e formar estruturas chamadas de inflamassomas 120,121. 

Os inflamassomas são um grupo de complexos proteicos de alto peso molecular, 

presentes no citosol, que são formados para mediar as respostas imunes do 

hospedeiro frente à infecção microbiana e danos celulares, através da ativação de 

proteases chamadas de caspases. A caspase -1 ativa é capaz de clivar pró-IL-1β e 

pro-IL-18, promovendo a maturação destas citocinas. A formação deste inflamassoma 

também é responsável pela ativação de gasdermina D, molécula capaz de formar 

poros na membrana celular e causa morte celular por piroptose122.  

O receptor NLRP3, também conhecido como criopirina ou NALP3, é um 

receptor expresso na maioria das células da linhagem mieloide, inclusive na microglia. 
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Sua capacidade de formar inflamassomas foi inicialmente associado a doenças 

autoimunes, mas atualmente sabe-se que está relacionado a diversas doenças 

humanas, devido a sua sensibilidade para componentes de bactérias gram 

negativas123. 

Os inflamassomas são constituídos por três partes: (1) por uma proteína 

sensora/receptora de localização citosólica que serve como uma plataforma para a 

formação do complexo, como por exemplo, o receptor NLRP3; (2) uma proteína 

adaptadora ASC com domínio N-terminal efetor de piridina e uma porção responsável 

pelo recrutamento de caspase (CARD); (3) e por uma proteína efetora, a pró-caspase-

1 que será clivada em caspase-1 (Figura 3)124,125. 

 

Figura 3 - Representação da estrutura do complexo do inflamassoma NLRP3 

 
Adaptado de Jo et al., 2016 126. 

 

Todavia para que ocorra a ativação do inflamassoma são necessários 

diferentes estímulos, e estes ocorrem em duas etapas complementares (Figura 4). O 

primeiro estímulo consiste na sinalização de PAMPs e DAMPs através dos receptores 

TLR ou citocinas endógenas através dos receptores TNF-α, elevando a expressão de 

NF-κB, e dos níveis do receptor NLRP3, da molécula adaptadora ASC, de pro-

caspase-1, pró-IL-1β e pró-IL-8127.  

Após essa etapa, para que ocorra a formação do complexo inflamassoma 

NLRP3 propriamente dito, são necessários, pelo menos um de três diferentes 

estímulos. 1-estímulo de EROs derivados da mitocôndria e que iniciam a formação do 

inflamassoma; 2 - ATP extracelular ou toxinas bacterianas induzem influxo de K+ 

através do receptor P2X7 e, 3 - a fagocitose de substâncias cristalinas específicas 

causam ruptura de lisossomos e leva a liberação de catepsina B que contribui para a 

ativação e formação do inflamassoma NLRP3. Após a formação do complexo NLRP3, 
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há clivagem de pro-caspase-1 em caspase-1, que por sua vez cliva as pró- 

interleucinas nas formas ativas de IL-1β e IL-18128. 

Trata-se, portanto de um mecanismo fisiológico de maturação das citocinas 

citadas, no entanto, quando se trata de doenças inflamatórias, com exacerbação da 

resposta imune, eventualmente o inflamassoma pode estar super estimulado, 

propiciando a elevação dos níveis de citocinas acima dos níveis aceitáveis e 

propiciando um ambiente favorável ao dano celular por exacerbação da resposta 

inflamatória. Nesse sentido, o inflamassoma NLRP3 pode ser um alvo promissor para 

terapias anti-inflamatórias em doenças como a sepse.  

 

Figura 4 - Mecanismo de ativação do inflamassoma NLRP3 

 

Adaptado de: Babelova et al., 2009 129. 

 

 

1.1.5.1 Inflamassoma na sepse  

 

Atualmente são poucos os estudos envolvendo inflamassoma NLRP3 na sepse 

e principalmente os relacionados a disfunção neurológica. Na sepse existem 
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evidências da ativação da via TLR/ NF-kB como primeiro sinal, capaz de elevar a 

expressão das moléculas necessárias para a formação do inflamassoma130.   

Embora a formação do inflamassoma seja um processo fisiológico, tem-se 

mostrado efeitos negativos da ativação do inflamassoma NLRP3 nos tecidos 

periféricos durante a sepse130,131. A depleção de níveis de ATP intracelular nos  

macrófagos, estimula a proteína desacopladora 2 na mitocôndria (UCP2), e por 

consequência causa a ativação do NLRP3132.  

Ainda existem evidências do envolvimento do NLRP3 sobre o  dano no sistema 

cardiovascular 133–135,  na presença de piroptose no tecido hepático136,137, na elevação 

dos níveis de IL-1β e apoptose no tecido renal138 e tecido pulmonar139. Como 

observado, diferentes trabalhos apontam para os efeitos deletérios da ativação do 

inflamassoma NLRP3 na sepse em diferentes tecidos. Nesse sentindo, alguns 

estudos, utilizaram com sucesso substâncias inibidoras da formação do inflamassoma 

NLRP3, onde observou-se principalmente a redução de IL-1β140,141. Todavia ainda não 

existem estudos suficientes sobre a sua influência no encéfalo após a sepse. 

 

1.1.5.2 Inflamassoma no sistema nervoso central  

 

As evidências sobre o envolvimento do estresse oxidativo nas doenças 

neurodegenerativas são crescentes142. De fato, o SNC está predisposto aos efeitos 

tóxicos das EROs e ERNs. O tecido nervoso apresenta elevada concentração de 

lipídios e oxigênio, e geralmente baixas concentrações de enzimas antioxidantes, o 

que o torna um dos órgãos mais vulneráveis ao estresse oxidativo143. Especialmente  

cada vez mais há associação entre o SNC e sistema imune90.  

Níveis basais de citocinas são essenciais para as funções fisiológicas, mesmo 

no encefálo144, todavia quando sua liberação extrapola a homeostasia, ocorre lesão 

tecidual. Além disso, as citocinas, como a IL-1β e IL-18 participam ativamente de 

mecanismos celulares e moleculares ligados a funções de aprendizado, memória e 

funções sensoriais145.  

O inflamassoma NLRP3 é o mais abundante inflamassoma presente no SNC, 

sendo uma molécula chave em processos de neuroinflamação119. Em modelo animal 

que mimetiza a depressão, a microglia foi a primeira célula a elevar a  sua expressão 

do receptor NLRP3, associada com a elevação dos níveis de IL-1β146.  
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Assim como ocorre em tecidos periféricos, a liberação de DAMPs no SNC é 

capaz de ativar receptores na microglia que contribuem para formação de 

inflamassomas147. Embora a ativação do inflamassoma faça parte da resposta 

imunológica fisiológica126, doenças que cursam com neuroinflamação podem ter 

níveis elevados do receptor NLRP3 contribuindo para a sustentação da inflamação no 

SNC. 

Recentemente, Fu e colegas demonstraram pela primeira vez que a inibição da 

formação do inflamassoma NLRP3 pode contribuir positivamente para a redução do 

comprometimento neurológico dos animais submetidos à sepse148. No entanto, novos 

estudos serão muito importantes para elucidar os efeitos potenciais do uso de 

inibidores do inflamassoma no dano cognitivo após a sepse. 

 Tendo em vista o exposto até o momento, nossa hipótese é de que a reação 

inflamatória encefálica gerada durante a sepse possa ser potencializada pela 

formação do inflamassoma NLRP3/ IL-1β. Esse processo levaria a exacerbação da 

liberação da citocina IL-1β. Os efeitos dessa citocina associados aos danos diretos e 

indiretos causados pela microglia e astrócitos ativos durante a sepse, poderiam estar 

relacionadas com as alterações neuroquímicas e comportamentais encontradas 

durante a após a sepse. Com a inibição do inflamassoma NLRP3, acreditamos ser 

possível encontrarmos dados mais concretos sobre o envolvimento deste mecanismo 

na disfunção cerebral aguda e consequentemente, no prejuízo cognitivo em longo 

prazo na sepse.  
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2. OBJETIVOS 
 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o envolvimento da via regulada pelo inflamassoma NRLP3 sobre 

alterações cerebrais precoces e tardias após a sepse experimental. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Determinar os níveis de IL-1β, TNF-α, IL-6 e IL-10 no hipocampo e córtex 

pré-frontal de ratos 24 horas após indução de sepse por CLP seguida pela 

administração do inibidor específico de NLRP3; 

• Determinar os níveis de NLRP3, ativação microglial e astrocitária no 

hipocampo e córtex pré-frontal de ratos 24 horas após a indução de sepse 

por CLP seguida pela administração do inibidor específico de NLRP3;  

• Avaliar o dano oxidativo em lipídios e proteínas, e a atividade antioxidante 

das enzimas catalase e superóxido dismutase no hipocampo e córtex pré-

frontal de ratos 24 horas após a indução de sepse por CLP seguida pela 

administração do inibidor específico de NLRP3; 

• Verificar a formação de nitrito/nitrato no hipocampo e córtex pré-frontal de 

ratos 24 horas após a indução de sepse por CLP seguida pela administração 

do inibidor específico de NLRP3; 

• Avaliar a atividade dos complexos da cadeia respiratória mitocondrial I, II, II-

III e IV no hipocampo e córtex pré-frontal de ratos 24 horas após a indução 

de sepse por CLP seguida pela administração do inibidor específico de 

NLRP3; 

• Determinar a sobrevida em 10 dias após a indução de sepse por CLP 

seguida pela administração do inibidor específico de NLRP3; 

• Realizar os testes de esquiva inibitória passiva e reconhecimento de novo 

objeto 10 dias após a indução de sepse por CLP seguida pela administração 

do inibidor específico de NLRP3. 
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3. MÉTODOS 

 

 

3.1 TIPO DE ESTUDO 

 

Estudo experimental com modelo animal de sepse polimicrobiana induzida pelo 

modelo de ligação e perfuração cecal. 

 

3.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS 

 

O inibidor de formação do NLRP3, MCC950 foi obtido de Sigma, St. Louis, USA. 

Os reagentes utilizados para as análises bioquímicas foram: ácido tiobarbitúrico, 

1,1,3,3 -tetrametoxipropano, brometo de hexadeciltrimetilamónio, dinitrofenilhidrazina, 

epinefrina, catalase de fígado bovino, albumina bovina, sulfanilamina, azida sódica, 

naftil etilenodiaminadicloridrato e reagente de Griess (Sigma, St. Louis, USA), ácido 

clorídrico, álcool etílico, acetato de etila, hidróxido de sódio, carbonato de sódio, ácido 

tricloroacético e peróxido de hidrogênio, ácido aminoacético (Labsynth, São Paulo, 

Brasil). Foram ainda utilizados kits para citocinas da marca R&D Systems®.  

Para a realização das técnicas laboratoriais foram utilizados os seguintes 

equipamentos: agitador magnético (752A, Fisatom), balança analítica (M214A, BEL 

engeening), banho-maria (DeLeo equipamentos laboratoriais), espectrofotômetro 

(NOVA1103, Novainstruments), espectrofotômetro (U2010, Hitachi), estufa de 

secagem (DeLeo), Freezer (F21, Eletrolux), homogeneizador potter (Marconi), leitor 

de microplaca (TP reader, Thermo Plate), medidor de pH (pHB500, ION), 

microcentrífuga refrigerada (NT805, Novatécnica), osmose reversa (RO/0520, 

Permution), refrigerador (R270,Eletrolux), Vórtex (Biomixer). 

As análises nível de NLRP3, ativação microglial (IBA-1) e ativação de astrócitos 

(GFAP) foram realizadas em parceria com a University of Texas Health Science 

Center at Houston, no Texas, Estados Unidos da América, (EUA). Enquanto que as 

análises bioenergéticas mitocondriais em parceria com a Universidade do Extremo Sul 

Catarinense (Criciúma, SC). As demais análises foram realizadas no Laboratório de 

Neurobiologia de Processos Inflamatórios e Metabólicos - UNISUL. 
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3.3 ANIMAIS 

 

Foram utilizados um total de 194 ratos machos da linhagem Wistar (Rattus 

norvegicus) com 60 dias de vida (250-300g), adquiridos do Biotério da Universidade 

Federal de Santa Catarina (UFSC-SC) e mantidos no Biotério da Universidade do Sul 

de Santa Catarina (UNISUL-SC). Os animais tiveram livre acesso à água e ao alimento 

(ração comercial específica para a espécie). Foram alocados 4 animais por gaiola, 

alojadas em ambiente que possui sistema de exaustão de ar e controle de temperatura 

de acordo com as condições ideais para a espécie em questão. Sendo que a 

temperatura foi mantida a 22°±1 e sistema de iluminação que garante 12 horas de 

ambiente claro e 12 horas de ambiente escuro. 

Com base em estudos prévios em modelos animais149, para uma diferença de 

até 20% nos parâmetros a serem analisados entre os grupos, com uma variância de 

no máximo 10% entre as médias, calculou-se o seguinte número de animais por grupo, 

no mínimo 6 animais para as análises bioquímicas e entre 10 a 12 animais para cada 

grupo para os testes comportamentais, considerando um erro alfa de 0,05 e poder de 

80%. Ainda, tendo em vista que a sepse causa elevada mortalidade, espera-se em 

torno de 40% de perda de animais submetidos a sepse. 

 

3.4 DELINEAMENTO DO ESTUDO 

 

3.4.1 Desenho Experimental  

 
Devido ao elevado número de análises, a necessidade de realização de 

procedimentos exclusivos para avaliação de determinados parâmetros e o bem-estar 

animal, o estudo foi desenvolvido em 4 experimentos. No experimento 1 os animais 

foram randomizados em cinco grupos experimentais: sham + salina (n=10), CLP + 

salina (n=12), CLP + MCC950 1,4 ng/kg (n=12), CLP + MCC950 14 ng/kg (n=12) e 

CLP + MCC950 140 ng/kg (n=12)150. No tempo zero após o protocolo de indução de 

sepse, os animais receberam salina ou MCC950 icv, na cisterna magna com o auxílio 

de um aparato estereotáxico, de acordo com o grupo experimental a qual pertenciam. 

Decorridas 24 horas, hipocampo e córtex pré-frontal foram isolados para avaliação 

dos níveis de citocinas, IL-1β, TNF-α, IL-6 e IL-10, com o objetivo de determinar qual 

a melhor dose de inibidor para prosseguir com o estudo (Figura 5). Após a avaliação 
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da melhor dose de inibidor, os outros experimentos foram realizados. As amostras 

coletadas foram armazenadas em freezer com temperatura de -80ºC até o momento 

da realização das análises de citocinas. 

 

Figura 5 - Esquema representativo do experimento 1 

  

Após o experimento 1 e a dosagem de citocinas pró-inflamatórias, foram 

realizados os próximos experimentos (Figura 6). Em todas as etapas os animais foram 

randomizados em 4 grupos, a dose de inibidor utilizada foi a de 140 ng/kg.  

 

Figura 6 - Esquema representativo do experimento 2, 3 e 4 

 

 

No experimento 2, vinte e quatro horas após a indução de sepse, o encéfalo 

total foi extraído e conservado em formol a 10% para posterior fixação em lâmina e 

realização das análises de níveis do receptor NLRP3, GFAP (marcador de ativação 

astrocitária) e IBA-1 (marcador de ativação microglial) no córtex pré-frontal e no 

hipocampo. No experimento 3, o córtex pré-frontal e hipocampo foram isoladas e 

armazenadas em freezer com temperatura de -80ºC até o momento da realização das 

análises bioquímicas de estresse oxidativo, dosagem de nitrito/nitrato, e atividade da 

cadeia respiratória mitocondrial. Para os experimentos 2 e 3, os animais foram 

randomizados em quatro grupos, sendo estes o grupo sham + salina (n=8), sham + 

MCC950 (n=8), CLP + salina (n=12), CLP + MCC950 (n=12).  
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No quarto experimento, os animais foram seguidos diariamente durante 10 dias 

para análise da sobrevida e ao final deste tempo foram realizados os testes 

comportamentais para avaliação do dano neurológico. Os grupos experimentais foram 

os seguintes: grupo sham + salina (n=10), sham + MCC950 (n=10), CLP + salina 

(n=18), CLP + MCC950 (n=18). 

 

3.4.2 Modelo animal de sepse 

 

 A sepse intra-abdominal (Figura 7) foi produzida usando a técnica de ligação e 

perfuração cecal (CLP)151. Para isso, os ratos foram anestesiados com 80mg/kg de 

cetamina (Cloridrato de Cetamina 10%, Vetnil) e 10mg/kg de xilazina (Calmium 2%, 

Agener União Saúde Animal) por via intraperitoneal, após certificação da indução 

anestésica, os mesmos foram submetidos à laparotomia com incisão média 

abdominal. O ceco foi identificado e 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. Os planos cirúrgicos foram fechados e os animais mantidos em 

ambiente aquecido e observados por duas horas. A reposição volêmica foi realizada 

através da administração de 50mL/kg de NaCl 0,9% estéril (Eurofarma) por via 

subcutânea. Além disso, a administração de 30mg/kg de ceftriaxona (Triaxin, 

Momenta) por via subcutânea foi realizada em todos animais logo após CLP e após 

12 horas.  

Como controle, denominado grupo sham, foram utilizados animais submetidos 

a laparotomia, sem ligação ou perfuração cecal, recebendo também a reposição 

volêmica e o antibiótico. Para minimizar a variabilidade entre os diferentes 

experimentos, o procedimento cirúrgico para indução de sepse foi realizado sempre 

pelo mesmo pesquisador152. 

 

  



38 

 

  

Figura 7 - Modelo animal de sepse por ligação e perfuração cecal 

 
Adaptado de Buras, JA., Holzmann,B., Sitkovsky, M., 2005 153. 

 

 

3.4.3 Coleta de amostras biológicas 

 

Após os experimentos todos os animais foram eutanasiados obedecendo as 

disposições da Resolução nº. 1000 do Conselho Federal de Medicina Veterinária 

(CFMV), de 20/06/2002, e ocorreram de forma indolor e assistida, por anestesia de 

uma mistura de xilazina e cetamina seguida de decapitação. O córtex pré-frontal e o 

hipocampo foram rapidamente dissecados e armazenados em freezer -80ºC para 

análises bioquímicas subsequentes. Para os testes de imuno-histoquímica, o encéfalo 

total foi dissecado e conservado em formol na concentração de 10%, até o momento 

da preparação e análise das amostras.  

 

3.5 ENSAIOS/TESTES/TÉCNICAS 

 

3.5.1 Dosagem de citocinas  

 

A quantificação das citocinas (IL-1β, TNF-α, IL-6 e IL-10) foi realizada por 

ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA, do inglês; Enzyme Linked 

ImmunonoSorbent Assay), seguindo as instruções das bulas dos kits comercias. 

Inicialmente em uma placa com 96 poços, foram adicionados 100 µl/poço do branco, 

padrão ou das amostras, procedendo-se à incubação da placa por 2 horas à 

temperatura ambiente em agitador tipo Kline com baixa rotação. Após esse período 
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foi adicionado 100 µl de reagente de detecção A, e incubado por 1 hora a 37ºC. Lavou-

se três vezes a placa com a solução de lavagem. Depois desse procedimento, 

adicionou-se 100µl do reagente B em cada poço, seguindo uma incubação de 30 

minutos. Repete-se o procedimento de lavagem por cinco vezes. Então adiciona-se 

90 µl de 3,3′,5,5′-tetrametilbenzidina em cada poço, incubando a placa por 20 minutos 

a 37ºC, esse procedimento gera uma coloração azul. Ao final da incubação deve ser 

adicionado, rapidamente, uma solução de parada de reação, e a leitura pontual foi 

realizada em leitora de microplaca, a 450 nm. A unidade de medida utilizada foi pg/ml. 

 

3.5.2 Imuno-histoquímica 

 

A imunocoloração foi realizada em amostras de tecido cerebral embebidas em 

parafina e fixadas em formalina. A desparafinização e reidratação foram realizadas 

usando uma série de xilenos, álcoois graduados e água de qualidade reagente. A 

recuperação de antígeno à base de calor foi realizada usando uma solução de citrato 

de sódio para recuperação de antígeno 1 × a pH 9 (Agilent Technologies, Santa Clara, 

CA) por 30 minutos a 950 °C, seguidos por 30 minutos em gelo. As etapas de lavagem 

subsequentes foram realizadas usando uma solução salina tamponada com fosfato 

1x (PBS) (Bio-rad, EUA). A solução de peróxido de hidrogênio a 3% (VWR 

International, Radnor, PA) usada para bloquear a peroxidase endógena por 10 

minutos. O anticorpo primário NLRP3 (Novus, NBP2-12446, 1: 100), IBA-1 (Abcam, 

ab178846, 1: 1000), GFAP (Abcam, ab7260, 1: 1000) foi aplicado e mantido a 40 ° C 

durante a noite após uma hora etapa de bloqueio à temperatura ambiente com soro 

de cavalo a 2,5% (Vector Laboratories, Burlingame, CA). As lâminas foram lavadas 

com PBS e o anticorpo secundário biotinilado anti-coelho de cabra (Millipore, MA, 

EUA) foi aplicado por 1 hora à temperatura ambiente. Em seguida, o complexo Avidin-

Biotin (ABC) foi adicionado por 1 hora. Seguindo etapas de lavagem adicionais, o 

antígeno alvo foi visualizado usando o cromogênio DAB em tampão (Vector, 

Burlingame, CA). Para a contra-coloração, foi aplicada hematoxilina e as lâminas 

foram levadas ao xileno e montadas com Permount ™ (Fischer Chemicals). A 

coloração foi visualizada usando Nikon ECLIPSE Ci-S (Nikon Instruments, Tóquio, 

Japão) e as imagens foram capturadas (ampliação × 20)154. 

 

3.5.3 Avaliação do dano oxidativo 
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A técnica de formação de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

é usada como índice de dano oxidativo em lipídios155. Nesse procedimento, 250µl de 

amostra homogeneizada foi precipitada com ácido tricloroacético a 10%, ao 

sobrenadante foi adicionado ácido tiobarbitúrico (0,67%). Na sequência há uma 

incubação protegida da luz, em banho–maria a 100ºC durante 30 min. A leitura da 

absorbância foi realizada em 535 nm usando 1,1,3,3-tetrametoxipropano como padrão 

externo. Os resultados foram expressos em equivalentes de malondialdeído (nmol/mg 

de proteína).   

O dano oxidativo em proteínas foi determinado pela reação dos grupamentos 

carbonilados com dinitrofenilhidrazina. As proteínas foram precipitadas por adição de 

ácido tricloroacético a 20%, o precipitado foi dissolvido e então adicionado 

dinitrofenilhidrazina. Incuba-se por uma hora em temperatura ambiente, após esse 

período redissolve-se as amostras com 1 mL de NaOH 3% e incuba-se em banho-

maria por 30 min a 60ºC. A leitura é realizada a 370 nm, com resultados expressos 

como carbonilação proteica por nmol/mg de proteína156.  

 

3.5.4 Atividade das enzimas antioxidantes  

 

A atividade da SOD foi medida com base em sua capacidade de inibir 

espontaneamente a oxidação da adrenalina em adrenocromo157. A SOD presente na 

amostra compete pelo radical hidroxila diminuindo a oxidação da adrenalina. Dessa 

forma a velocidade de formação do adrenocromo em um meio de reação contendo 

glicina-NaOH (50 mM em pH 10,2) e adrenalina (60 mM), indica a atividade da SOD. 

A variação de absorbância foi medida em 480nm e os resultados foram expressos 

como U/mg de proteína. 

A atividade da CAT é diretamente proporcional à taxa de decomposição do 

peróxido de hidrogênio. A reação utiliza o método que emprega peróxido de 

hidrogénio (H2O2) de deve ser convertido pela CAT em H2O e O2
158. O tecido cerebral 

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

resultante foi centrifugada a 3000 g durante 10 min. Uma alíquota de 100 µl da amostra 

(20 µl) foi adicionada a 1000 µl da mistura de substrato. A mistura de substrato 

continha 0,3 ml de peróxido de hidrogênio em 50 ml de tampão ao fosfato 0,05 M (pH 

7,0). As absorbâncias foram registadas em 240 nm nos tempos 0, 30 e 60 segundos 
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após o início da reação. Uma curva padrão foi estabelecida utilizando catalase 

purificada (Sigma, MO) em condições idênticas. Os resultados foram expressos em 

U/mg de proteína. 

 

3.5.5 Análise da concentração de nitrito e nitrato 

 

A concentração de nitrito/nitrato foi medida usando-se 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 

descrito159. Uma curva padrão foi medida simultaneamente com as amostras e a 

absorbância para a leitura foi de 550 nm. Os resultados da concentração de nitrito e 

nitrato foram expressos em nmol/mg de proteína.  

 

3.5.6 Atividade da cadeia respiratória mitocondrial 

 

Determinação da atividade do complexo I: A atividade do complexo I foi 

avaliada pela taxa de Nicotinamida adenina dinucleotídeo reduzido (NADH)  

dependente da redução do ferrocianeto de potássio, este último sendo utilizado como 

aceptor de elétrons160. No meio de reação foi adicionado tampão fosfato de potássio 

100 mM, ferricianeto 10 mM, NADH 14 mM, rotenona 2 mM e amostra. A leitura foi 

realizada em espectrofotômetro a cada 60 segundos, durante 3 min, em 420 nm.  

Determinação da atividade do complexo II:  foi mensurada pela diminuição da 

absorbância do 2,6-dicloroindofenol (DCIP)161. A amostra foi adicionada a um meio de 

incubação contendo tampão fosfato de potássio 62,5 mM, succinato de sódio 250 mM 

e 2,6-diclorofenol-indofenol (DCIP) 0,5 mM, seguindo de incubação por 20 minutos à 

30ºC em banho-maria. Após a incubação adicionou-se azida sódica na concentração 

de 100 mM, rotenona a 2 mM e novamente DCIP 0,5 mM, para então realizar leitura 

em espectrofotômetro em 600 nm por 5 min, sendo registrados a absorbância a cada 

minuto. 

Determinação da atividade do complexo II-III o meio de reação, constituído de 

tampão fosfato de potássio 40 mM (pH 7,4) contendo 16 mM de succinato de sódio, 

foi pré-incubado com 40-8 μg de proteínas do homogeneizado a 30 °C por 30 minutos. 

Em seguida, foram adicionados 4 mM de azida sódica e 7 μM de rotenona e a reação 

se iniciou pela adição de 0,6 μg/mL de citocromo c e as absorbâncias foram 
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registradas por 5 minutos a 550 nm. A atividade do complexo II-III foi medida pelo 

aumento da absorbância causado pela redução do citocromo C162.  

  Determinação da atividade do complexo IV: foi determinada de acordo com a 

técnica descrita por Rustin et al162 . O meio de incubação continha tampão fosfato de 

potássio 10 mM (pH 7,0), 0,6 mM de n-dodecil-D-maltosídeo e 10-2 μg de proteínas 

(homogeneizado). A reação foi iniciada pela adição de 0,7 μg de citocromo c 

previamente reduzido. A atividade do complexo IV foi medida a 25 °C por 10 minutos 

pelo decréscimo da absorbância a 550 nm devido à oxidação do citocromo c reduzido. 

 

3.5.7 Determinação de proteínas totais  

 

Todos os resultados das análises bioquímicas foram normalizados com a 

quantidade de proteínas avaliada de acordo com o método descrito por Lowry e 

colaboradores163.  

 

3.5.8 Análise da Sobrevida 

 

Para a avaliação da sobrevida, os animais foram observados diariamente, durante 

10 dias após indução de sepse para verificar a taxa de mortalidade149.  

 

3.5.9 Teste de esquiva inibitória passiva  

 

Para este teste foi utilizada uma caixa retangular acrílica de 30x33x54 

centímetros (cm) (Insight), dividida em duas salas (uma clara e outra escura) onde no 

chão existem barras paralelas de ferro (1 mm de diâmetro) com espaçamento de 1 

cm. Na seção de treino os animais são colocados na sala clara e ao entrar na sala 

escura o animal recebia um choque pelas barras de ferro de 0,4 mA até que o animal 

retornasse à sala clara. Após 1,5h os animais retornaram ao aparato, e foi verificado 

o tempo que o animal demorou para entrar na sala escura, chamado de latência, como 

indicativo da memória aversiva de curto prazo. E após 24h, foi realizado o mesmo 

procedimento, para verificar a memória em longo prazo. Cada seção teve a duração 

máxima de cinco minutos164. 

 

3.5.10 Teste de reconhecimento do objeto novo 



43 

 

  

 

O teste de reconhecimento do novo objeto foi realizado no aparato de campo 

aberto, medindo 40 x 60 cm e delimitado por 4 paredes com 50 cm de altura, sendo 

três de madeira e uma de vidro transparente, com o piso dividido em 12 quadrados 

iguais marcados por linhas pretas conforme a figura 8. 

 

Figura 8 - Esquema representativo do teste de reconhecimento do novo objeto 

 

 

No dia 1 foi realizado o treino para habituação do animal ao ambiente, onde ele 

foi colocado em um quadrante do aparato e pode explorar o ambiente por cinco 

minutos, sem a presença de objetos. No segundo dia o animal foi recolocado no 

aparato, no qual estavam dois objetos iguais (A1 e A2, de mesma forma, tamanho e 

cor), foi cronometrado o tempo que o animal explorou cada objeto. Decorridas uma 

hora e trinta minutos, o objeto A2 foi substituído por um objeto B, com outro formato, 

mas mantendo tamanho e cor, então, realizou-se a cronometragem de tempo de 

exploração em cada objeto. Este teste avalia a memória de curta duração.  

Vinte e quatro horas após este teste, foi realizado o mesmo procedimento, 

apenas trocando o objeto B pelo objeto C (diferente do objeto A e B), novamente o 

tempo de exploração de cada objeto era cronometrado. Este último teste avalia a 

memória de longa duração. Neste teste aplicou-se o índice de reconhecimento, a fim 

de se calcular o tempo gasto para cada animal para explorar o objeto, expresso como 

uma razão (TB/(TA+TB), onde TA = tempo gasto para explorar o objeto familiar; e TB 

= tempo gasto para explorar o novo objeto165.  

 

3.6 PROCESSAMENTO E ANÁLISE DOS DADOS 

 

A análise estatística dos dados e a elaboração dos gráficos foi realizada no 

programa estatístico GraphPad Prism® versão 6.0. Os dados foram analisados quanto 
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à normalidade utilizando o teste de Shapiro-Wilk e para homogeneidade usando o 

teste de Levene. Para dados normais e homogêneos, foi utilizado teste paramétrico; 

caso contrário, foi utilizado testes não-paramétricos. Para as análises bioquímicas, os 

dados foram apresentados como média ± desvio padrão e analisados por ANOVA de 

uma via, seguido de teste post hoc Tukey. Dados da tarefa de esquiva inibitória 

passiva e reconhecimento do novo objeto foram avaliados pelo teste U de Mann-

Whitney. As comparações dentro dos grupos foram realizadas pelo teste de Wilcoxon. 

A sobrevida foi avaliada por Kaplan-Meier. Para todas as análises, foi adotado um 

nível de significância de 95% (p<0,05). 

 

3.7 ASPECTOS ÉTICOS DA PESQUISA 

  

Os experimentos foram realizados após a aprovação do protocolo pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) sob o número 16.032.5.01.IV e foram 

realizados de acordo com as diretrizes brasileiras atuais para o cuidado de animais 

de laboratório e as diretrizes éticas para investigações de dor experimental em animais 

conscientes166. 
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4. ARTIGO 
 

 

Nesta sessão será apresentado o artigo intitulado: “NLRP3 activation 

contributes to acute brain damage leading to memory impairment in sepsis-surviving 

rats”, submetido em abril de 2020 para a revista Molecular Neurobiology, com fator de 

impacto de 4.500 no ano de 2019, e classificação A1 no Qualis CAPES na área de 

Medicina II. O manuscrito foi aceito para publicação em agosto e publicado em 

setembro do ano corrente.   

O mesmo está disponível no seguinte DOI: https://doi.org/10.1007/s12035-020-

02089-9 e pode ser citado como: Danielski, L.G., Giustina, A.D., Bonfante, S. et al. 

NLRP3 Activation Contributes to Acute Brain Damage Leading to Memory Impairment 

in Sepsis-Surviving Rats. Mol Neurobiol (2020). https://doi.org/10.1007/s12035-020-

02089-9. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 

 

Através deste trabalho buscou-se avaliar o envolvimento da via regulada pelo 

inflamassoma NLRP3 sobre as alterações encefálicas precoces e tardias na sepse, 

utilizando como estratégia química a inibição da formação do inflamassoma com o uso 

de MCC950. A respeito das alterações precoces causadas pela sepse, inicialmente 

detectou-se a interrupção da elevação excessiva de mediadores inflamatórios 24h 

após a indução de sepse e uso do inibidor MCC950. Em um segundo momento, 

verificou-se a elevação dos níveis do receptor NLRP3 no encéfalo, associado a 

elevação de ativação microglial. Contudo, a administração de MCC950, evitou a 

ativação microglial, gerando redução no estresse oxidativo e nitrosativo, além de, 

reverter a atividade energética celular alterada. Por fim, a inibição da formação do 

inflamassoma NLRP3, contribuiu para a melhora da sobrevida de ratos submetidos a 

sepse, bem como evitou o dano em memória nos sobreviventes. 
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