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RESUMO 

 
Sepse é definida como a presença de disfunção orgânica com grande risco à vida, 
resultante de uma resposta desregulada do organismo à infecção. A presença de 
estresse oxidativo e mediadores inflamatórios na sepse leva à expressão gênica 
desregulada, que pode induzir uma resposta hiperinflamatória. A expressão gênica 
nas respostas inflamatórias é influenciada pela acessibilidade transcricional da 
cromatina, com modificações pós-traducionais das histonas determinando se os loci 
gênicos inflamatórios são definidos para estados transcricionalmente ativos, 
reprimidos ou equilibrados. Sendo que alterações na resposta de certos genes 
durante a sepse estão relacionadas à progressão da doença. Sabe-se que condições 
ambientais possuem um papel importante em diversas patologias. Essas condições 
podem agir de forma negativa ou positiva, dependendo do estímulo que apresenta. 
Um ambiente considerado padrão pode oferecer estimulação sensorial e cognitiva 
reduzida, porém um ambiente enriquecido melhora o aprendizado espacial, evita 
déficits cognitivos induzidos pelo estresse da doença, como também é um importante 
modulador de enzimas epigenéticas. O presente estudo avaliou as alterações 
epigenéticas e os efeitos do protocolo de enriquecimento ambiental (EA) no cérebro 
de animais submetidos à sepse por ligação e perfuração cecal (CLP). Primeiramente 
ratos Wistar machos foram divididos em grupos sham e CLP, sendo que os 
hipocampos foram removidos 24 horas, 72 horas, 10 dias e 30 dias após a sepse para 
análise das enzimas epigenéticas: histona acetilase (HAT), histona desacetilase 
(HDAC) e DNA metiltransferase (DNMT). Depois disso um segundo experimento foi 
realizado, em que ratos Wistar machos foram novamente divididos em grupos sham 
e CLP e distribuídos em um ambiente padrão ou ao protocolo de EA, por quarenta e 
cinco dias. Após esse período foram feitos testes comportamentais, o hipocampo dos 
animais foi removido para avaliar a atividade das enzimas epigenéticas, para análises 
bioquímicas e de plasticidade sináptica. Não foram encontradas alterações 
significativas na atividade da HAT. Um aumento nas atividades de HDAC e DNMT 
foram observadas 72 horas, 10 dias e 30 dias após a sepse. Houve uma correlação 
positiva das enzimas epigenéticas DNMT e HDAC nos tempos de 24 horas, 10 dias e 
30 dias pós sepse. Após o protocolo de EA, as atividades enzimáticas de HDAC e 
DNMT foram diminuídas, o comprometimento cognitivo foi revertido e os níveis de IL1-
β foram diminuídos, além disso, ocorreu um aumento nos níveis de PSD-95 no 
hipocampo. Não houve alteração significativa nos níveis de sinaptofisina no tecido de 
hipocampo. Com isso, os resultados do presente estudo sugerem que intervenções 
em condições ambientais podem modular os resultados de consequências cognitivas 
de longo prazo associadas à sepse, apoiando a ideia dos potenciais benefícios do EA. 
 
Palavras-chave: Sepse; epigenética; enriquecimento ambiental.  
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ABSTRACT 
 

Sepsis is defined as the presence of life-threatening organ dysfunction resulting from 
an unregulated response by the body to infection. The presence of oxidative stress 
and inflammatory mediators in sepsis leads to unregulated gene expression, which can 
induce a hyperinflammatory response. Gene expression in inflammatory responses is 
influenced by the transcriptional accessibility of chromatin, with post-translational 
modifications of histones determining whether inflammatory gene loci are defined for 
transcriptionally active, repressed or balanced states. Changes in the response of 
certain genes during sepsis are related to disease progression. It is known that 
environmental conditions play an important role in several pathologies. These 
conditions can act in a negative or positive way, depending on the stimulus it presents. 
A standard environment may offer reduced sensory and cognitive stimulation, but an 
enriched environment improves spatial learning, avoids cognitive deficits induced by 
the stress of the disease, as well as being an important modulator of epigenetic 
enzymes. The present study evaluated the epigenetic changes and the effects of the 
environmental enrichment protocol (EE) on the brain of animals submitted to sepsis by 
ligation and perforation of the cecum (CLP). First male Wistar rats were divided into 
sham and CLP groups, and the hippocampus was removed 24 hours, 72 hours, 10 
days and 30 days after sepsis for analysis of epigenetic enzymes: histone acetylase 
(HAT), histone deacetylase (HDAC) and DNA methyltransferase (DNMT). After that, a 
second experiment was carried out, in which male Wistar rats were again divided into 
sham and CLP groups and distributed in a standard environment or the EE protocol, 
for forty five days. After this period, behavioral tests were performed, the animals' 
hippocampus was removed to assess the activity of epigenetic enzymes, for 
biochemical and synaptic plasticity analyzes. No significant changes were found in 
HAT activity. An increase in HDAC and DNMT activities was observed 72 hours, 10 
days and 30 days after sepsis. There was a positive correlation between epigenetic 
enzymes DNMT and HDAC at 24 hours, 10 days and 30 days after sepsis. After the 
EE protocol, HDAC and DNMT enzyme activities were decreased, cognitive 
impairment was reversed and IL1-β levels were decreased, in addition, there was an 
increase in PSD-95 levels in the hippocampus. There was no significant change in 
synaptophysin levels in the hippocampus. Thus, the results of the present study 
suggest that interventions in environmental conditions can modulate the results of 
long-term cognitive consequences associated with sepsis, supporting the idea of the 
potential benefits of EE. 
 
Keywords: Sepsis; epigenetics; environmental enrichment. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 DEFINIÇÃO DE SEPSE 

De acordo com as novas definições sepse é caracterizada por ser uma 

disfunção orgânica potencialmente fatal causada por uma resposta imune 

desregulada a uma infecção, sendo o choque séptico um quadro que apresenta 

acentuadas anormalidades circulatórias, celulares e metabólicas associadas com 

maior risco de morte do que a sepse de forma isolada (Oviedo-Boyso et al., 2014; 

Font, Thyagarajan e Khanna, 2020 ). Nessa nova definição, alguns termos como 

septicemia, síndrome séptica e sepse grave foram colocadas em desuso (Seymour et 

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

Essa doença possui um caráter complexo, podendo ser desencadeada a 

partir de diversos focos, organismos e acometer grupos heterogêneos de pacientes, 

apresentando idades diferentes, sinais e sintomas clínicos variados e diferentes perfis 

e históricos (Deutschman e Tracey, 2014). Com isso, a fim de padronizar a avaliação 

dessa disfunção orgânica, foi proposto que se utilizasse o escore SOFA (Sequential 

Organ Failure Assessment) (Vincent e Korkut, 2008; Verdonk, Blet e Mebazaa, 2017). 

O SOFA expressa em valores numéricos o grau de comprometimento ou 

anormalidade na função de órgãos específicos, de acordo com alguns parâmetros 

medidos. Os critérios clínicos para que se defina sepse são: suspeita ou certeza de 

infecção e um aumento agudo de ≥ 2 pontos no escore SOFA em resposta a uma 

infecção (representando disfunção orgânica). Para choque séptico é necessário a 

presença de sepse acompanhada da necessidade de vasopressor para elevar a 

pressão arterial média acima de 65 mmHg e lactato > 2 mmol/L (18 mg/dL) após 

reanimação volêmica adequada (Abraham, 2016). 

Essas novas definições foram publicadas na revista JAMA e apresentaram 

evidências científicas para a sua derivação e validação. Essa atualização se mostrou 

necessária devido ao maior número de recursos de suporte de vida disponíveis nas 

Unidades de Terapia Intensiva (UTI) atuais, especialmente em países desenvolvidos, 

e ao melhor entendimento dos mecanismos fisiopatológicos responsáveis pelas 

disfunções celulares e moleculares relacionadas à sepse e que contribuem para 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Verdonk+F&cauthor_id=28207566
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morbidade e mortalidade associadas com essa síndrome (Taeb, Hooper e Marik, 

2017; Cecconi et al., 2018; Napolitano, 2018). 

1.2 EPIDEMIOLOGIA 

A sepse é uma das principais causas de mortalidade no mundo e um dos 

principais motivos de internação em UTI, sendo a principal geradora de custos nos 

setores públicos e privados (Quintano Neira et al., 2018). Essa disfunção orgânica é 

considerada uma das doenças mais fatais, levando ao aumento da incidência e 

prevalência dos casos (Bracht, Hafner e Weib, 2019). 

A cada dia cerca de 24 mil pessoas morrem de sepse no mundo. Essa 

doença é responsável por uma perda anual de mais de oito milhões de vidas (Hall et 

al., 2011). O aumento no número de pacientes imunocomprometidos, uso frequente 

de antibióticos, aumento da expectativa de vida e o aumento da frequência de 

procedimentos invasivos estão entre os principais motivos para o aumento na 

incidência de sepse (Martin et al., 2003; Rangel-Frausto, 2005).  

Uma revisão sistemática e meta-análise de Fleischmann et al. (2016) 

descreveu que a incidência global de sepse tratada em populações adultas em 

hospitais foi de 270 casos por 100.000 pessoas ao ano, e a mortalidade chegou em 

torno de 26% na última década. Com isso, sugere-se uma estimativa global de 19,4 

milhões de casos de sepse e 5,3 milhões de mortes anualmente. Sendo de suma 

importância relatar que sobreviventes à sepse permanecem com maior risco de morte 

e um grande número deles ainda sofrem algum comprometimento físico e/ou 

neurocognitivo, transtornos do humor e baixa qualidade de vida (Angus e Poll, 2013). 

Estudos epidemiológicos sobre sepse no Brasil são escassos. Segundo o 

Instituto Latino Americano de Sepse (ILAS) em 2015 a mortalidade causada pela 

sepse em hospitais brasileiros privados foi de 34,5% e para hospitais públicos de 

57,6% (Kauss et al., 2010). Uma pesquisa de 2017 acompanhou pacientes de 227 

UTIs distribuídas em regiões brasileiras, sendo que dos 2632 internados, 794 

desenvolveram sepse e desses 439 morreram no hospital. Com base na proporção 

de leitos de UTI ocupados por paciente (30,2%) a incidência de sepse foi estimada 

em 36,6 casos por 1000 pacientes-dia. Essas análises só ressaltam que a incidência 

e prevalência de sepse no Brasil são altas, que a mortalidade está entre as mais 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Hafner+S&cauthor_id=30620952
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wei%C3%9F+M&cauthor_id=30620952
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Fleischmann+C&cauthor_id=26414292
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elevadas do mundo, e que o resultado irá depender do acesso aos recursos oferecidos 

e a disponibilidade de tratamentos adequados (Moreno, Afonso e Fevereiro, 2006; 

Machado et al., 2017).  

Além disso há preocupação no setor econômico, pois segundo o 

Departamento de Informática do Sistema Único de Saúde (DATASUS), o país gastou 

cerca de R$ 400.387.078,76 no ano de 2015 com os pacientes sépticos, 110.049 

pessoas foram internadas nesse período e a taxa de mortalidade foi de 45,3% 

(Miquelin e Reis, 2016). Sendo a condição mais cara tratada em hospitais, a sepse 

levou a um gasto de 20.3 bilhões de dólares, ou 5,2% do gasto total das 

hospitalizações dos Estados Unidos em 2011(Torio e Andrews, 2013). 

1.3 FISIOPATOLOGIA DA SEPSE 

A fase inicial da sepse é impulsionada por citocinas e mediadores 

inflamatórios liberados pelo sistema imunológico inato, sendo que a mortalidade nesse 

período está relacionada com a ineficácia dos mecanismos de controle da resposta 

inflamatória (Venet, Rimmelé e Monneret, 2018). Durante a reposta do hospedeiro ao 

patógeno também há produção de mediadores anti-inflamatórios, na tentativa de 

manter o equilíbrio do sistema imune. Porém estudos mostram que esses 

mecanismos não restringem adequadamente o desenvolvimento da sepse, 

culminando em uma disfunção da resposta imune inata e adaptativa (Hunt, 2019; 

Nabzdyk et al., 2019). Dentre os principais aspectos estão a apoptose de linfócitos B 

e T, células dendríticas, macrófagos, grandes quantidades do fator de transformação 

de crescimento beta (TGFb) e aumento no número de células T reguladoras (Tregs). 

Devido a isso pacientes que sobrevivem a sepse tendem a desenvolver um quadro de 

imunossupressão, estando mais suscetíveis a infecções secundárias (Wakeley et al., 

2020). 

O processo inflamatório da sepse ocorre quando há proliferação de 

microrganismos e liberação de diversos compostos, como lipopolissacarídeos (LPS), 

peptideoglicanos e exotoxinas, os quais podem também invadir a circulação sistêmica 

(Oviedo-Boyso et al., 2014). 

A interação entre microrganismo e hospedeiro se inicia pelo 

reconhecimento das substâncias do agente etiológico, onde se podem destacar os 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Wakeley+ME&cauthor_id=31733683
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chamados padrões moleculares associados aos patógenos (PAMPs), estruturas 

moleculares não variáveis expressas por grupos de patógenos, as quais são 

normalmente significantes para a virulência e/ou sobrevivência do agente (Michels et 

al., 2020). Conforme a figura 1, os PAMPs são reconhecidos por receptores de 

reconhecimento de padrão (RRP), sendo os mais comuns os receptores Toll-Like 

(TLR), os quais são expressos por células do sistema imune inato e podem ser 

encontrados em células dendríticas, macrófagos e neutrófilos (Hubacek et al., 2001; 

Flohé et al., 2006).  

Após o reconhecimento, vias de transdução de sinal são ativadas, 

culminando na translocação do fator nuclear Кappa B (NF-κB) para o núcleo celular. 

Com isso ocorre a expressão de mediadores pró-inflamatórios, como interleucina 1-β 

(IL-1β), interleucina 6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral α (TNF-α), os quais 

favorecem uma intensa resposta celular, com liberação de mediadores secundários, 

quimiotaxia e ativação de granulócitos (Oviedo-Boyso et al., 2014). Esses mediadores 

são responsáveis pela reativação das células fagocitárias e da cascata inflamatória, 

gerando assim um ciclo vicioso inflamatório (Bone, 1991; Parrilo, 1993).  

A liberação exacerbada de mediadores inflamatórios pode causar 

alterações hemodinâmicas, como extravasamento capilar, vasodilatação e redução do 

tônus do miocárdio, além de alterações na coagulação sanguínea (Mackenzie e Lever, 

2007; Rittirsch, Hoesel e Ward, 2007; Nabzdyk et al., 2019). O desequilíbrio entre o 

consumo e a disponibilidade de oxigênio podendo levar ao quadro de hipóxia tecidual 

é uma característica que ocorre na sepse. Devido a priorização do oxigênio para áreas 

mais importantes, como cérebro e miocárdio, e pela própria patologia levar a um 

quadro inflamatório, ocorrem alterações na microcirculação (Steckert et al., 2013; 

Michels et al., 2020). O tempo de duração dessa situação pode levar a importantes 

alterações celulares e teciduais, desenvolvendo-se a síndrome de disfunção de 

múltiplos órgãos, dentre esses os mais afetados são cérebro, fígado, pulmão, rins e 

coração (Vincent e Korkut, 2008). 
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Figura 1: Representação do processo inflamatório na sepse. LPS sendo detectado através de um 
complexo de proteína de ligação (LBP) –LPS e, em seguida, sinalizando através do complexo TLR4 –
MD-2. Outras moléculas da superfície celular também detectam LPS, como: receptor sequestrador de 
macrófagos (MSR), CD11b / CD18 e canais de íons. A sinalização intracelular depende da ligação do 
domínio TLR intracelular, TIR (domínio de homologia do receptor Toll / IL-1), ao IRAK (quinase 
associada ao receptor IL-1), MyD88 (proteína de diferenciação mieloide 88) e TIRAP (proteína 
adaptadora que contém o domínio TIR) e inibida pela proteína Tollip (Proteína Adaptadora Inibitória 
dentro dos receptores TLR). Também existe uma via independente de MyD88 e as células também 
podem responder ao LPS por receptores intracelulares chamados proteínas NOD. Fonte: Cohen J., 
2002. 

1.4 ENCEFALOPATIA SÉPTICA  

O sistema nervoso central (SNC) é extremamente suscetível a diferentes 

fatores extra cerebrais, por isso é um dos primeiros sistemas a ser afetado durante a 

sepse (Robba, Crippa e Taccone, 2018). Cerca de 70% dos pacientes sépticos 

apresentam disfunção cerebral aguda, podendo levar a incapacidade cognitiva a longo 

prazo, incluindo alterações na memória, atenção e concentração (Iwashyna et al., 

2010; Shah et al., 2013; Mazeraud et al., 2020). Estudos apontam que o estresse 

oxidativo, inflamação no hipocampo e ativação da micróglia, estão relacionados ao 

desenvolvimento da disfunção cognitiva após a sepse (Michels et al., 2014; Mina et 

al., 2014). 

https://en.wikipedia.org/wiki/Toll-like_receptor
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A encefalopatia séptica (ES) é decorrente de uma resposta sistêmica a uma 

inflamação, na ausência de infecção cerebral direta (Wu et al., 2013; Czerniawski e 

Guzowski, 2014). Mesmo ainda não compreendido totalmente os mecanismos dessa 

condição, estudos apontam que a redução do fluxo sanguíneo, alteração da barreira 

hematoencefálica e formação de edema cerebral são fatores que influenciam nessa 

disfunção (Ren et al., 2020). Esses acometimentos fazem com que a ES influencie 

negativamente na sobrevivência de pacientes sépticos, pois possui a capacidade de 

afetar vários sistemas, uma vez que o cérebro está envolvido no controle de diversos 

órgãos (Ziaja, 2012; Dal-Pizzol, Tomasi e Ritter, 2014). 

Sabe-se que na sepse ocorre um aumento de mediadores inflamatórios nas 

células neurais, capazes de alterar o metabolismo celular. Esses mediadores podem 

induzir estresse oxidativo e disfunção mitocondrial, resultando em alterações na 

neurotransmissão, e consequentemente levando ao quadro de ES (Messaris et al., 

2004; Comim et al., 2008, 2010, 2011). 

 Estudos relatam que na fase aguda do modelo animal de sepse ocorre 

liberação exacerbada de citocinas pró inflamatórias no SNC. Esse aumento de 

citocinas gera uma disfunção cerebral, levando a alterações cognitivas como o 

prejuízo na memória e na aprendizagem, que são evidenciadas em um período de 

dez a trinta dias após a indução da sepse (Barichello et al, 2005; Comim et al., 2010). 

Já pesquisas clínicas expõem que pacientes sépticos apresentam níveis elevados de 

TNF-α e IL-1β, como também de IL-6 no líquido cefalorraquidiano, confirmando que 

os mecanismos fisiopatológicos da ES podem ser o resultado de uma cascata de 

processos neuroinflamatórios (Zhang, Sheng e Yao, 2014; Liang et al., 2014).   

A condição de ES costuma ser um evento precoce no decorrer da história 

natural da doença, surgindo frequentemente antes da disfunção dos demais órgãos, 

e associada a um pior prognóstico, quando presente (Prescott e Angus, 2018; Ren et 

al., 2020). A ES está relacionada à alta mortalidade hospitalar, porém os que 

sobrevivem podem apresentar comprometimentos persistentes graves, como 

limitações funcionais (incapacidade de tomar banho de forma independente), 

cognitivas e de saúde mental (ansiedade, depressão ou transtorno de estresse pós-

traumático) (Iwashyna et al., 2010; Griton et al., 2020). 
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1.5 EPIGENÉTICA NA SEPSE 

O estudo de Waddington em 1942 descreveu algumas das características 

gerais de um epigenótipo, onde se constatou que fatores ambientais estressores 

poderiam causar manifestações de fenótipos não esperados, e esses novos fenótipos 

eram transmitidos para as gerações seguintes, mesmo quando cessavam os fatorem 

ambientais estressores (Waddington, 2011). Já em 1987 o termo epigenética foi 

aplicado em situações nas quais as mudanças na metilação também mudaram a 

atividade do gene, sendo este um grande passo para o interesse da pesquisa por 

epigenética (Holliday, 1987; Holliday, 2006). 

A definição de epigenética pode se dar como o estudo de mudanças na 

expressão genética, que não ocorrem em função de alterações em sequencias de 

bases nucleotídicas do ácido desoxirribonucleico (DNA), mas de alterações 

específicas na expressão de alguns genes, por alterações na cromatina por exemplo, 

e das substâncias que são produzidas a partir das suas informações (Hassan et al., 

2018; Binnie et al., 2020a). Devido a isso o  epigenoma é dinâmico e varia de célula 

para célula dentro de um mesmo organismo multicelular (Tsankova et al., 2007; Cross 

et al., 2019). 

Os mecanismos epigenéticos são considerados parâmetros flexíveis, 

capazes de serem alterados em face de diversos estímulos, como as mudanças no 

ambiente, estresse e alimentação. Sendo assim, alterações epigenéticas podem ser 

desencadeadas no genoma de um indivíduo em qualquer momento de sua vida 

(Egger et al., 2004; Mehler, 2008). Falhas no estabelecimento ou manutenção das 

marcas epigenéticas também podem resultar na ativação ou inibição imprópria de 

vários genes, e alterar a fisiologia celular normal levando ao desenvolvimento de 

patologias (Vachharajani e Mccall, 2019).  

As regulações epigenéticas estão relacionadas aos estados dinâmicos da 

cromatina, que variam entre eucromatina (aberta) e heterocromatina (condensada), 

sendo elas as alterações nas histonas e no padrão de metilação do DNA. Estes 

mecanismos são capazes de alterar a acessibilidade da cromatina para que consigam 

intervir na regulação da transcrição localmente ou globalmente (Dozmorov et al., 2013; 

Hassan et al., 2018; Binnie et al., 2020a).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cross%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31275313
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As principais enzimas relacionadas a alterações epigenéticas são DNA-

metil transferase (DMNT), Histona deacetilase (HDAC) e Histona acetilase (HAT).  A 

DMNT é responsável por realizar a metilação do DNA, que ocorre normalmente nas 

regiões promotoras nas quais a citosina está unida a uma guanina por ligação 

fosfodiéster na mesma fita de DNA, denominadas ilhas CpG (citosina ligada a guanina 

na mesma fita de DNA). Esse mecanismo consiste na substituição de um átomo de 

hidrogênio por radical metil, que é adicionado covalentemente na posição 5 do anel 

de uma citosina como ilustra a figura 2 (Bird, 2002; Davis et al., 2019).  

Figura 2: Representação de como ocorre uma metilação do DNA. Fonte: Bird; 2002. 

A metilação do DNA pode atuar no controle da expressão gênica já que é 

capaz de bloquear o sítio promotor do acesso dos fatores de transcrição, fazendo uma 

hipermetilação nessas regiões. Tal mecanismo causa o silenciamento do alelo 

metilado, impedindo que a enzima RNA-polimerase se ligue a molécula (Miranda e 

Jones, 2007).  

Dentre as alterações de histonas a acetilação é a mais bem descrita, sendo 

catalisada pela HAT que adiciona grupos acetila, sendo HDAC a responsável pela 

remoção desses grupos (figura 3). A acetilação de histonas está associada com o 

aumento da atividade gênica, consequentemente elevando a acessibilidade dos 

fatores transcricionais por deixar a cromatina em formato de eucromatina (Ciarlo, 

Savva e Roger, 2013). De forma reversa, a ação das histonas deacetilases faz com 

que a cromatina adquira uma nova estrutura conformacional, de heterocromatina, que 

desfavorece a iniciação transcricional (Cross et al., 2019). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cross%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31275313
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Figura 3: Representação da acetilação e desacetilação de histonas. Fonte: Eslaminejad, Fani e 
Shahhoseini, 2013. 

Os mecanismos epigenéticos como a acetilação de histonas, modulam a 

expressão de citocinas pró- inflamatórias, determinam o fenótipo celular e podem ser 

responsáveis por adaptações moleculares dinâmicas do SNC aos estressores 

(Mehler, 2008; Elliott et al., 2010; Stankiewicz, et al., 2013). Devido a isso, a área da 

epigenética é importante para o desenvolvimento do sistema imune e a função efetora, 

bem como a aparente correlação entre a cronicidade da doença e a regulação dos 

genes inflamatórios, fazendo com que o papel dos mecanismos epigenéticos na 

fisiopatologia da sepse seja relevante (Unternaehrer et al., 2012; Fang et al., 2014). 

1.6 ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL  

As condições ambientais possuem um papel fundamental no desempenho 

cognitivo de diversas doenças neuropsiquiátricas afetando de forma positiva ou 

negativa, dependendo do estímulo que esse ambiente oferece e são consideradas 

fatores que tem a capacidade de modular os mecanismos epigenéticos (Lehmann e 

Herkenham, 2011; Volkers e Scherder, 2011). O ambiente considerado padrão é 

aquele que oferece uma estimulação sensorial e cognitiva reduzida, já o caracterizado 

enriquecido é definido como um ambiente que apresenta estímulos físicos e sociais 

(Fuchs et al., 2016; Kempermann, 2019; Kaneko et al., 2020). 

A resposta comportamental e neuroendócrina alterada de forma negativa é 

vista em um ambiente padrão (Volkers e Scherder, 2011; Birch e Kelly, 2019). 

Evidências mostram que pacientes internados nas UTIs estão sujeitos a esse 

ambiente, podendo apresentar efeitos negativos no desempenho cognitivo (Caruso et 
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al., 2014; Jackson et al., 2014; Wintermann et al., 2015). Entretanto um ambiente 

enriquecido pode melhorar a aprendizagem espacial, diminuir a mortalidade e prevenir 

os déficits cognitivos induzidos pelo estresse de certa patologia (Fuchs et al., 2016; 

Ohline e Abraham, 2019).  

No intuito de defender essas hipóteses, estudos atuais em animais 

mostram que algumas das anormalidades neurocognitivas induzidas pela 

administração de LPS podem persistir em um ambiente padrão, mas são melhoradas 

por um ambiente enriquecido (Brod et al., 2017; Ji et al., 2017). Essas alternâncias 

neurocognitivas foram acompanhadas por alterações significativas nos 

biomarcadores da resposta imune e da plasticidade sináptica do hipocampo, sendo 

que o ambiente enriquecido levou a um maior número de neurônios, sinapses e 

produção de fatores neurotróficos quando comparados com os animais sujeitos ao 

ambiente padrão (Winocur, 1998; Leger et al., 2015; Ji et al., 2017; Takai et al., 2019). 

Com isso entende-se que os efeitos das condições ambientais na função cognitiva 

são reversíveis, com melhora no desempenho cognitivo quando os animais são 

regidos a um ambiente enriquecido (Ji et al., 2017). 

1.7 JUSTIFICATIVA  

As modificações epigenéticas podem fornecer informações mecanicistas 

sobre a ocorrência e o tratamento de doenças, mas pouco se sabe sobre esses 

mecanismos durante o desenvolvimento de sepse no cérebro. Por isso o papel dos 

mecanismos epigenéticos na fisiopatologia da sepse se faz importante, mostrando a 

necessidade de investigar em que momento estas alterações ocorrem e como se 

comportam durante a progressão da doença. Sabe-se que condições ambientais 

podem modular os resultados de consequências cognitivas de longo prazo associadas 

à sepse, como também ser um importante modulador de enzimas epigenéticas, 

apoiando a ideia dos potenciais benefícios de um ambiente enriquecido e alertando 

para os efeitos colaterais de fatores ambientais adversos na função cognitiva. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Avaliar a modulação epigenética através do enriquecimento ambiental para 

estimular a melhora cognitiva em animais submetidos a um modelo de sepse. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Mensurar a atividade da enzima HAT 24 horas, 72 horas, 10 dias e 30 

dias após os ratos Wistar adultos serem submetidos a sepse ou sham. 

• Mensurar a atividade da enzima HDAC 24 horas, 72 horas, 10 dias e 30 

dias após os ratos Wistar adultos serem submetidos a sepse ou sham.  

• Mensurar a atividade da enzima DNMT 24 horas, 72 horas, 10 dias e 30 

dias após os ratos Wistar adultos serem submetidos a sepse ou sham. 

• Avaliar os parâmetros comportamentais através dos testes de 

habituação em campo aberto e reconhecimento de objetos em ratos Wistar adultos 

submetidos a diferentes condições ambientais 45 dias após sepse. 

• Mensurar a atividade das enzimas HAT, HDAC e DNMT em ratos Wistar 

adultos submetidos a diferentes condições ambientais 45 dias após sepse. 

• Quantificar níveis de IL-1β no hipocampo de ratos Wistar adultos 

submetidos a diferentes condições ambientais 45 dias após sepse. 

• Avaliar os níveis de PSD-95 e sinaptofisina no hipocampo de ratos 

Wistar adultos submetidos a diferentes condições ambientais 45 dias após sepse. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS  

A utilização dos animais seguiu um protocolo experimental que foi 

submetido para a Comissão de Ética de Uso em Animais (CEUA) da Universidade do 

Extremo Sul Catarinense, com o número de protocolo de aprovação: 006/ 2019-

1(anexo A) e 088/2019-1 (anexo B).  

3.1        ANIMAIS 

O estudo foi dividido em dois experimentos. Foram utilizados ratos Wistar 

machos adultos, pesando entre 200-300g, fornecidos pelo Centro de Experimentação 

Animal da UNESC. Os ratos foram mantidos em ciclos de claro-escuro de ±12 horas 

(7:00 as 19:00h) a uma temperatura entre 18 e 22°C, umidade relativa entre 55 e 65%. 

Os animais tiveram livre acesso à água e alimento, foram manipulados por pessoas 

qualificadas, evitando dores e estresse desnecessários. Ao final dos experimentos, os 

animais foram submetidos a eutanásia pelo método de decapitação sob condições 

prescritas pelo comitê de ética. 

3.2        MODELO ANIMAL DE SEPSE 

O modelo de ligação e perfuração do ceco (CLP) (do inglês: cecal ligation 

and puncture), consiste em ligação e perfuração do ceco (Brooks et al., 2007). Ele é 

o que mais se assemelha ao quadro de sepse em humanos, pois tem a capacidade 

de induzir danos cognitivos através da infecção causada ao perfurar o ceco dos 

animais. Com isso é um dos modelos mais aceitos para mimetizar a presença de 

sepse.  

Os animais 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, levemente comprimindo até a extrusão do conteúdo fecal. Os planos 

cirúrgicos foram fechados e os ratos observados por 2 horas (figura 4). Todos os 

grupos receberam suporte básico (salina em 50 ml/kg imediatamente e 12 horas após 

CLP) e ceftriaxona (30 mg/kg a cada 6 horas). Todos os animais receberam 

antibióticos (ceftriaxona a 30 mg/kg) e dipirona (80 mg/kg) a cada 6 horas subcutâneo 

por 3 dias. A mortalidade desse modelo é cerca de 40%.  
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Nos grupos sham os animais foram submetidos apenas a laparotomia e 

exposição do ceco, sem perfuração e extravasamento. Já os animais do grupo CLP 

receberam as mesmas manipulações realizadas no grupo sham, porém com 

perfuração e extravasamento do conteúdo fecal. 

Figura 4: Esquema do modelo CLP: Laparotomia abdominal, exposição do intestino, ligação do ceco, 
perfuração cecal, extravasamento das fezes, levando a peritonite e sepse. Fonte: Adaptado de Buras, 
Holzmann e Sitkovsky; 2005. 

3.3        CONDIÇÕES AMBIENTAIS 

Após a recuperação da cirurgia de indução de sepse (48 horas), os animais 

foram distribuídos aleatoriamente em duas condições ambientais diferentes: ambiente 

padrão ou ambiente enriquecido e mantidos nessas condições de habitação por 

quarenta e cinco dias. O ambiente padrão consiste em alojamento comum de gaiola 

(41 cm × 34 cm × 18 cm), já o ambiente enriquecido consiste em gaiolas maiores (80 

cm × 45 cm × 22 cm) contendo uma pequena casa e uma roda de corrida para 

exercício voluntário e brinquedos que foram alterados três vezes por semana com 

brinquedos novos de diferentes formas e cores (figura 5). Para o ambiente padrão os 

animais ficaram agrupados em um número (nº) de cinco por caixa (Ji et al., 2017). 
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Figura 5: Condições ambientais de um ambiente padrão ou um ambiente enriquecido. Fonte: Adaptado 
de Leger et al., 2015. 

3.4       DESENHO EXPERIMENTAL  

A primeira parte do experimento foi realizado com 80 ratos Wistar, que 

foram divididos em oito grupos, sendo que em cada grupo a eutanásia dos animais foi 

realizada em um tempo diferente, a fim de analisar as alterações epigenéticas. Os 

grupos foram: 1) Sham 24 horas (nº=7); 2) CLP 24 horas (nº=13); 3) Sham 72 horas 

(nº=7); 4) CLP 72 horas (nº=13); 5) Sham 10 dias (nº=7); 6) CLP 10 dias (nº=13); 7) 

Sham 30 dias (nº=7); 8) CLP 30 dias (nº=13) (figura 6).  

Conforme o tempo delimitado em cada grupo, a eutanásia dos animais foi 

feita por decapitação e foi retirado o hipocampo para a análise da atividade das 

enzimas HAT, HDAC e DNMT.  

Figura 6: Linha do tempo experimental, contendo datas da indução de sepse, eutanásia dos animais e 
estrutura retirada para dosagem. Fonte: Autora, 2020. 
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Após o término da primeira etapa com a análise da atividade das enzimas 

epigenéticas, foi feito o segundo experimento, onde foram utilizados 46 ratos Wistar, 

divididos em quatro grupos: 1) Sham + Ambiente Enriquecido (nº=7); 2) Sham + 

Ambiente Padrão (nº=7); 3) CLP + Ambiente Enriquecido (nº=16); 4) CLP + Ambiente 

Padrão (nº=16). Os grupos sham e CLP foram submetidos aos mesmos 

procedimentos que o primeiro experimento. Após 48 horas, os animais foram 

distribuídos em um ambiente padrão ou ambiente enriquecido e mantidos nessas 

condições de habitação por quarenta e cinco dias. Após esse período os animais 

foram submetidos a testes comportamentais e por fim foi feito a eutanásia pelo método 

de decapitação e retirou-se o hipocampo para posteriores análises neuroquímicas e 

imunológicas (figura 7), sendo elucidado melhor através do fluxograma que 

exemplifica as etapas dos dois experimentos (figura 8). 

Figura 7: Linha do tempo do segundo experimento, contendo data da indução de sepse, testes 
comportamentais e estrutura retirada para dosagem. Fonte: Autora, 2020. 
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Figura 8: Grupos experimentais. Fonte: Autora, 2020. 

3.5       ATIVIDADE DAS ENZIMAS HAT, HDAC E DNMT 

As amostras obtidas foram congeladas e armazenadas a -80°C até a 

extração das proteínas nucleares. As amostras de hipocampo foram submetidas a um 

protocolo de extração nuclear usando um kit de extração nuclear comercial 

(Chemicon, EUA).  

Os extratos nucleares foram submetidos a um ensaio para avaliação da 

atividade de HAT, HDAC e DNMT utilizando kit de ensaio de detecção colorimétrica, 

conforme as instruções do fabricante (Epigentek cod. HAT P- 4003-96; HDAC P-4002-

96; DNMT P-3001-2). Uma curva padrão foi realizada com diluições em série de 

subtratos de cada kit e controles positivos e negativos foram adicionados à placa. A 

leitura colorimétrica foi realizada em um leitor de placas ELISA (do inglês Enzyme 

Linked ImmunonoSorbent Assay). O cálculo da atividade das enzimas foi realizado 

com base na curva padrão, e os valores foram apresentados em nM / μg de proteína. 

As dosagens de proteína foram determinadas pelo método de Lowry (Lowry et al., 

1951) e a albumina de soro bovino foi utilizada como padrão.    
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3.6  TESTES COMPORTAMENTAIS 

3.6.1 Habituação em Campo Aberto 

O procedimento foi realizado em um campo aberto de 40 x 60 cm delimitado 

por 4 paredes com 50 cm de altura, sendo três de madeira e uma de vidro 

transparente. O piso do campo aberto é dividido em 12 quadrados iguais marcados 

por linhas pretas conforme a figura 9. Na sessão de treino, os animais foram 

cuidadosamente colocados no quadrado do canto posterior esquerdo do aparelho, a 

partir do qual explorará livremente o ambiente por 5 minutos. Imediatamente após os 

animais voltam para a caixa moradia. A sessão de teste foi realizada 24 horas após o 

treino, na qual se repete o procedimento do treino. Os números de cruzamentos 

(crossings) através das linhas pretas e o número de levantamentos (rearings) foram 

avaliados em ambas sessões (Vianna et al., 2000). 

 

 

 

 

 

Figura 9: Aparato para o teste de habituação em campo aberto. Fonte: Laboratório de Fisiopatologia 
Experimental, desenvolvida por Allan Collodel, 2017. 

 

3.6.2 Reconhecimento de objetos 

A tarefa de reconhecimento de objetos é um teste comportamental utilizado 

para avaliar memória de longa duração. Os ratos foram submetidos à sessão de treino 

por 5 minutos onde foram expostos a dois objetos idênticos na arena de treinamento, 

um campo aberto com dimensões de 40 x 60 cm delimitado por 4 paredes com 50 cm 

de altura. Foi cronometrado o tempo gasto explorando os objetos A e B (forma, 

tamanho e cor iguais). A sessão de teste foi feita no dia seguinte e foi trocado o objeto 

B pelo objeto C (diferente do objeto A), contando-se assim o tempo de exploração de 

cada objeto (De Lima, 2005). A premissa do teste é que os ratos devam passar mais 
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tempo explorando o objeto novo, que é desconhecido, ao invés do objeto familiar. A 

exploração de objetos foi medida usando dois cronômetros para registrar o tempo 

gasto explorando os objetos durante as sessões experimentais e a exploração foi 

definida como: cheirar ou tocar o objeto com o nariz. Um "índice de reconhecimento" 

foi calculado como expresso pela equação TB / (TA + TB), sendo: TA = tempo gasto 

explorando o objeto familiar e TB = tempo gasto explorando o objeto novo (figura 10). 

Figura 10: Aparato para avaliação do teste comportamental de reconhecimento de objetos. Fonte: 
Laboratório de Fisiopatologia Experimental, desenvolvida por Allan Collodel, 2017. 

3.7 NÍVEIS DE INTERLEUCINA 

Os níveis de IL-1β foram determinados no hipocampo através do kit 

comercial de ensaio de imunoabsorção enzimática (ELISA) (Wood et al., 2019). As 

amostras de hipocampo foram homogeneizadas em tampão fosfato salina (PBS). Foi 

adicionado primeiramente o diluente em cada poço e posteriormente a amostra, 

padrão ou controle. Em seguida, a placa foi coberta e incubada por duas horas a 

temperatura ambiente. Após a incubação as placas foram lavadas com tampão de 

lavagem. A IL-1β foi acrescentada em cada poço e novamente incubada por 2 horas 

a temperatura ambiente. Depois de lavadas, foi adicionada solução substrato em cada 

poço e incubada por mais 30 minutos a temperatura ambiente. Depois da incubação, 

foi adicionada solução stop para parar a reação. A densidade óptica foi lida em 

comprimento de onda de 450 nm. 

3.8 NÍVEIS DE PROTEÍNAS SINÁPTICAS 

Os níveis de sinaptofisina (um marcador específico de vesículas sinápticas 

que desempenha um papel importante na liberação de neurotransmissores) foram 

determinados no hipocampo através do kit comercial de ensaio de imunoabsorção 

enzimática (ELISA) (Wood et al., 2019). Já os níveis de PSD-95, uma proteína 
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estrutural de sinapse altamente estável (Xie et al., 2019), foram analisados em 

amostras de hipocampo. As amostras foram homogeneizadas em tampão Laemmli 

(TrisHCl 62,5 mM, pH 6,8, 1% (p / v) de dodecilsulfato de sódio (SDS), 10% (v / v) de 

glicerol) e quantidades iguais de proteína (30 µg / poço) foram fracionadas por 

eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecilsulfato de sódio (SDS-PAGE) e 

transferidas eletricamente para as membranas de nitrocelulose. A eficiência da 

transferência eletrônica foi verificada por coloração com Ponceau, e a membrana foi 

então bloqueada em solução salina tampão Tris-Tween (TTBS: Tris HCl 100 mM, pH 

7,5, contendo NaCl a 0,9% e Tween 20 a 0,1%) com albumina a 5%. As membranas 

foram incubadas durante a noite a 4 ºC com coelho monoclonal anti-PSD-95 (1: 1000). 

A IgG (imunoglobulina G) anti-coelho secundária foi incubada com a membrana por 2 

horas (1: 10000). A imunorreatividade foi detectada por quimioluminescência 

utilizando ECL. A análise densitométrica dos filmes foi realizada no software ImageJ 

v.1.34. Todos os resultados foram expressos como uma razão relativa entre anti-PSD-

95 e GAPDH. 

3.9 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

Os dados do teste comportamental de habituação em campo aberto foram 

avaliados através da média e o erro padrão da média (EPM), sendo EPM a diferença 

estatística calculada através do teste T student para amostras independentes. Para o 

teste de reconhecimento de objetos os resultados foram expressos em mediana e 

intervalo interquartil e as diferenças entre treino e teste foram avaliadas pelo teste U 

de Mann-Whitney seguido pelo teste de Wilcoxon. 

Para as análises bioquímicas e imunológicas, os dados foram expressos 

em média ± desvio padrão e comparadas com análise de variância de uma via 

(ANOVA) seguida pelo teste Tukey. Para a correlação das enzimas epigenéticas os 

dados foram expressos através do coeficiente de correlação de Pearson, levando em 

consideração o valor de “r”. Western blotting foi quantificado pelo programa ImageJ ® 

e apresentado como razão entre proteína e GAPDH. Todos os testes foram analisados 

no programa SPSS versão 20 e/ou GraphPad Prism 5.0. Em todas as análises foi 

adotado como nível para significância estatística um valor de p< 0,05.  
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4 RESULTADOS 

4.1 ATIVIDADE DAS ENZIMAS EPIGENÉTICAS HAT, HDAC, DNMT 

 
A atividade das enzimas epigenéticas foi avaliada no hipocampo de animais 

submetidos à sepse. As enzimas HDAC e HAT se associam à desacetilação e 

acetilação de histonas, respectivamente. Com relação a atividade da HDAC, não 

houve diferença significativa 24 horas após a sepse. Entretanto a partir de 72 horas 

ocorreu um aumento, e se manteve elevado até o período de 30 dias após a sepse na 

atividade dessa enzima quando comparado o grupo séptico ao grupo sham, no 

hipocampo desses animais (Figura 11A). Já com relação a enzima HAT, não foram 

observadas alterações significativas na sua atividade em nenhum momento (Figura 

11B). 

A enzima que é associada com a metilação do DNA é a DNMT. Com 

relação a essa enzima, não houve uma diferença significativa na sua atividade 24 

horas após a sepse. Porém a partir de 72 horas ocorreu um aumento na sua atividade 

no hipocampo, e se manteve elevado até o período de 30 dias após a sepse, quando 

comparado o grupo séptico ao grupo sham (Figura 11C). 
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Figura 11: Atividade das enzimas epigenéticas HAT, HDAC e DNMT. As atividades de HDAC, HAT e 
DNMT foram medidas no hipocampo de animais submetidos à sepse em diferentes tempos. HDAC 

(A); HAT (B) e DNMT (C). Os dados são expressos como média  DP e comparadas com análise de 
variância de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. nº=6 cada grupo. * p <0,05 diferente do 
CLP ao mesmo tempo. 

4.2 CORRELAÇÃO DAS ENZIMAS EPIGENÉTICAS DNMT E HDAC 

A correlação da atividade das enzimas epigenéticas DNMT e HDAC foi 

avaliada no hipocampo de animais submetidos à sepse. Entende-se que a enzima 

DNMT está relacionada com a metilação do DNA e a enzima HDAC com modificações 

na cromatina, sendo que esses fatores possuem interação entre si. Percebeu-se que 

nos tempos de 24 horas (12A), 10 dias (12C), e 30 dias (12D), a atividade das duas 

enzimas apresentou uma correlação significativamente positiva. Porém, o tempo de 

72 horas (12 B), apresentou uma correlação porem não de forma significativa. 
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Figura 12: Correlação da atividade das enzimas epigenéticas DNMT e HDAC no hipocampo de 
animais submetidos à sepse. As atividades de DNMT e HDAC foram correlacionadas no tecido de 
hipocampo de animais submetidos à sepse em diferentes tempos. 24 horas (A); 72 horas (B) 10 dias 
(C); 30 dias (D). Os dados são expressos através do coeficiente de correlação de Pearson, levando 
em consideração o valor de “r” e p <0,05. 

 

4.3 ATIVIDADE DAS ENZIMAS EPIGENÉTICAS HAT, HDAC, DNMT EM 

DIFERENTES CONDIÇÕES AMBIENTAIS 

Os efeitos do enriquecimento ambiental (EA) na atividade das enzimas 

epigenéticas foram avaliados no hipocampo de animais submetidos à sepse. Após o 

protocolo de EA não foram observadas alterações na atividade da enzima HAT (Figura 

13A). As enzimas HDAC e DNMT tiveram um aumento significativo na sua atividade 

no grupo CLP + ambiente padrão, quando comparado ao grupo sham. Porém, a 

atividade dessas duas enzimas diminuiu significativamente no grupo CLP + EA 

quando comparado ao grupo CLP + ambiente padrão, mostrando que o protocolo de 

EA reverte as alterações geradas pela sepse (Figuras 13B e 13C). 

 

 

 

 

 

 

 

A 



 

38 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13: Efeitos do EA na atividade das enzimas epigenéticas no hipocampo de animais submetidos 
à sepse. As atividades de HDAC, HAT e DNMT foram medidas no hipocampo de animais submetidos 
à sepse após protocolo de EA (período de 40 dias). HAT (A); HDAC (B) e DNMT (C). Os dados foram 

expressos como média  DP e comparadas com análise de variância de uma via (ANOVA) seguida 
pelo teste de Tukey. nº=6 cada grupo. * p<0,05 versus sham + AP; # p<0,05 versus CLP + AP. EA: 
enriquecimento ambiental; AP: ambiente padrão. 

4.4 TESTES COMPORTAMENTAIS 

4.4.1 Habituação em Campo Aberto 

No intuito de avaliar a memória de habituação e o comprometimento 

cognitivo dos animais, foi realizado o teste de habituação em campo aberto. O grupo 

CLP + ambiente padrão apresentou prejuízo cognitivo, pois não foi observado uma 

diferença significativa entre o treino e teste na atividade exploratória (rearing) e 

locomotora (crossing). Porém o grupo CLP + EA apresentou uma diferença 

significativa entre o treino e o teste, demonstrando uma melhora na memória de 

B 

C 
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habituação, confirmando sua capacidade em reverter as alterações geradas pela 

sepse (Figura 14).  

Figura 14: Representação gráfica dos resultados do teste comportamental de atividade exploratória e 
locomotora após o protocolo de EA em animais submetidos à sepse. As barras representam média ± 
EPM sendo a diferença estatística calculada através do teste T student para amostras independentes. 
nº=10 cada grupo. * p <0,05 quando comparados o teste versus treino de seu próprio grupo. EA: 
enriquecimento ambiental; AP: ambiente padrão. 

4.4.2 Reconhecimento de Objetos  

Para explorar ainda mais o potencial efeito protetor do protocolo de EA foi 

realizado a tarefa de reconhecimento de objetos, utilizada para avaliar a memória de 

longa duração. O grupo CLP + ambiente padrão apresentou um déficit de memória, 

pois não apresentaram maior latência permanecendo explorando o novo objeto. 

Contudo, o grupo CLP + EA apresentou uma diferença significativa no índice de 

reconhecimento de objetos entre treino e teste, manifestando uma memória de longa 

duração e confirmando sua capacidade em reverter as alterações geradas pela sepse 

(Figura 15). 

Figura 15: Representação gráfica dos resultados da tarefa de reconhecimento de objetos após o 
protocolo de EA em animais submetidos à sepse. O índice de reconhecimento é apresentado como 
mediana e intervalos interquartis. As diferenças entre treino e teste foram avaliadas pelo teste U de 
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Mann-Whitney seguido pelo teste de Wilcoxon. nº=10 cada grupo. * p <0,05 quando comparados o 
teste versus treino de seu próprio grupo. EA: enriquecimento ambiental; AP: ambiente padrão. 

4.5 NÍVEIS DE INTERLEUCINA 

Sabe-se que a inflamação está relacionada com a fisiopatologia da sepse 

e para melhor elucidar os resultados obtidos nos testes comportamentais, foram 

avaliados os níveis da citocina IL-1β no tecido cerebral de hipocampo. 

Os níveis de IL-1β foram analisados no hipocampo após o protocolo de EA 

em animais submetidos à sepse. O grupo CLP + ambiente padrão demonstrou níveis 

elevados de IL-1β em comparação ao grupo sham + AP e ao grupo sham + EA. Porém 

os animais sépticos que foram submetidos ao protocolo de EA tiveram uma diminuição 

significativa nos níveis de IL-1β (Figura 16). 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 16: Níveis de IL-1β no hipocampo após o protocolo EA em animais submetidos à sepse. Os 
níveis de IL-1β foram medidos no final do protocolo EA no hipocampo de animais submetidos à sepse. 

Os dados foram expressos como média  DP e comparadas com análise de variância de uma via 
(ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. nº=6 cada grupo. * p <0,05 diferente de sham + AP; # p <0,05 
diferente de sham + EA; & p <0,05 diferente de CLP + AP. EA: enriquecimento ambiental; AP: ambiente 
padrão. 
4.6 NÍVEIS DE PROTEÍNAS SINÁPTICAS 

A sinaptofisina é considerada um marcador específico de vesículas 

sinápticas, que desempenha um papel importante na liberação de 

neurotransmissores. Não ocorreu alterações significativas nos níveis de sinaptofisina 

em nenhum dos grupos analisados após o protocolo de EA em animais submetidos à 

sepse. (Figura 17).  
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Figura 17: Níveis de sinaptofisina no hipocampo após o protocolo de EA em animais submetidos à 
sepse. Os níveis de sinaptofisina foram medidos no final do protocolo de EA no hipocampo de animais 

submetidos à sepse. Os dados foram expressos como média  DP e comparadas com análise de 
variância de uma via (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. nº=6 cada grupo. * p <0,05 diferente de 
sham + AP; # p <0,05 diferente de CLP + AP. EA: enriquecimento ambiental; AP: ambiente padrão. 
 

Para determinar o efeito do protocolo de EA na plasticidade sináptica foi 

avaliado uma proteína estrutural de sinapse altamente estável, também conhecida 

como PSD-95. O grupo CLP + ambiente padrão apresentou uma diminuição nos níveis 

de PSD-95 comparado ao grupo Sham + ambiente padrão. Entretanto, o protocolo de 

EA foi capaz de aumentar os níveis de PSD-95 no hipocampo de animais submetidos 

à sepse (Figura 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 18: Níveis de PSD-95 no hipocampo após o protocolo de EA em animais submetidos à sepse. 
Os níveis de PSD-95 foram medidos no final do protocolo de EA no hipocampo de animais submetidos 

à sepse. Os dados foram expressos como média  DP e comparadas com análise de variância de uma 
via (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. nº=6 cada grupo. * p <0,05 diferente de sham + AP; # 
diferente de CLP + AP. EA: enriquecimento ambiental; AP: ambiente padrão. 
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5 DISCUSSÃO 

Este estudo teve a finalidade de relatar a presença de alterações 

epigenéticas em um modelo animal de sepse, primeiramente em diferentes tempos e 

posteriormente apresentou que a exposição a um protocolo de EA é capaz de reduzir 

essas alterações e diminuir os déficits gerados pela fisiopatologia da sepse.  

Pesquisas recentes revelam como insultos por estresse oxidativo e eventos 

inflamatórios gerados pela sepse, podem levar à vulnerabilidade da expressão de 

certos genes e alterações epigenéticas, bem como a imunossupressão (Ren et al., 

2020). Sabe-se que os mecanismos epigenéticos mais elucidados na literatura, são 

responsáveis por determinam o fenótipo celular, mas também podem ser 

responsáveis por adaptações moleculares dinâmicas do SNC aos estressores 

(Stankiewicz et al., 2013; Hassan et al., 2018).  

O início da fisiopatologia da sepse consiste na invasão do hospedeiro por 

um patógeno, sendo que muitos deles, incluindo bactérias, vírus, fungos e parasitas, 

usam mecanismos epigenéticos para manipular a resposta do hospedeiro à infecção, 

favorecendo assim sua própria sobrevivência (Salomão et al., 2019; Font, 

Thyagarajan e Khanna, 2020 ). Devido a isso, uma das marcas da supressão 

imunológica associada à sepse é a tolerância ao patógeno, uma falha do sistema 

imunológico inato na tentativa de reagir as respostas provocadas pelo causador da 

doença (Dal-Pizzol et al., 2014; Schwalm et al., 2014; Hunt, 2019).  

Sabe-se que as enzimas epigenéticas que estão relacionadas à 

modificação de histonas são conhecidas como HATs e HDACs, mais especificamente 

acetilação e desacetilação dessas proteínas. Numerosas enzimas atuam juntas para 

adicionar ou remover modificações covalentes em histonas, interagindo entre si e com 

outros mecanismos para manter a conformação da cromatina e o controle da 

transcrição (Ciarlo, Savva e Roger, 2013). Já as enzimas DNMTs, são responsáveis 

pela metilação do DNA, atuando na substituição da citocina H5 do DNA por um grupo 

metil. Com isso, essa metilação do gene leva a inibição da transcrição e 

consequentemente se relaciona ao silenciamento gênico, além de levar a uma 

instabilidade cromossômica (Bird, 2002; Binnie et al., 2020a). Sabe-se que quando 

ocorre uma hipometilação ou hipermetilação, verifica-se um desequilíbrio na 
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expressão gênica, levando a consequências importantes como a apoptose de células 

e a inflamação exacerbada (Davis et al., 2019).  

Neste presente estudo, não houve diferença entre os grupos na atividade 

da enzima epigenética HAT. No entanto, mudanças nas atividades das enzimas 

HDAC e DNMT foram observadas, mostrando um aumento significativo em suas 

atividades a partir de 72 horas até 30 dias no grupo de animais sépticos quando 

comparado ao grupo sham. Esses resultados sugerem alterações na transcrição 

genética em modelo animal de sepse, principalmente relacionadas ao silenciamento 

da expressão gênica por até 30 dias, sendo que esse fator também está relacionado 

ao comprometimento cognitivo gerado pela doença (Hassan et al., 2018; Cross et al., 

2019; Davis et al., 2019). Além disso, o fato da enzima HAT não ter apresentado 

diferença significativa na sua atividade, não é considerado necessariamente um fator 

ruim, pois esse comportamento pode ser uma consequência da elevada atividade 

evidenciada na enzima HDAC nos animais sépticos, algo suficiente para elucidar que 

ocorreu alteração nas histonas (Vachharajani e Mccall, 2019). 

Pesquisas in vitro sugerem que as modificações epigenéticas são 

fundamentais para o estabelecimento da tolerância gerada ao patógeno. Um estudo 

de El Gazzar et al. (2008) mostrou que monócitos em repouso apresentam o promotor 

TNF metilado, ou seja, transcricionalmente inativo. Porém após exposição a uma 

endotoxina, ocorre a rápida desmetilação do promotor TNF, resultando no 

reposicionamento dos nucleossomos e na exposição de um sítio de ligação ao NF-κB. 

Porém à medida que as células progridem a tolerância à endotoxina, pode ocorrer o 

recrutamento de enzimas DNMTs, gerando um evento de “remetilação”, 

consequentemente tornando o promotor TNF não mais sensível à estimulação pela 

endotoxina. 

Estudos relatam que em doenças autoimunes, no câncer e em distúrbios 

neurológicos, várias alterações epigenéticas são evidenciadas e associadas ao 

aparecimento ou agravamento dessas patologias (Hewagama e Richardson, 2009; 

Cross et al., 2019). Uma pesquisa de Silva e Jasiulionis (2014) descreve que o 

estresse oxidativo e a epigenética estão intimamente conectados com processos de 

progressão tumoral, sendo cruciais nas etapas iniciais da doença. Além disso, 

pesquisas evidenciam o envolvimento de mudanças epigenéticas no direcionamento 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cross%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31275313
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cross%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31275313
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do fenótipo de macrófago, bem como na função das células dendríticas durante a 

sepse (Wen et al., 2008; Tian, Meng e Zhang, 2017; Wu, Li e Ji, 2017). 

A regulação epigenética de produtos gênicos ocorre por meio de vários 

mecanismos, mas pode ser generalizada como a organização regulada de loci 

gênicos em estados transcricionalmente ativos ou silenciosos (Dozmorov et al., 2013; 

Cole et al., 2016). Conforme um estudo apresentado por Warford et al. (2017), 

autópsias de cérebros de pacientes com sepse mostraram uma expressão aumentada 

da enzima epigenética HDAC. Sabe-se que em condições fisiológicas, as atividades 

das enzimas HAT e HDAC são bem equilibradas, porém isso acaba sendo alterado 

no início da sepse. Devido a uma expressão avassaladora de mediadores pró-

inflamatórios no decorrer dessa doença, há necessidade da enzima HAT abrir a 

estrutura da cromatina para ocorrer a transcrição efetiva de genes pró-inflamatórios, 

como IL-1β, uma citocina considerada um marcador precoce da sepse, que está 

envolvida nas alterações cognitivas geradas por essa patologia (Alamdari et al., 2010; 

Mina et al., 2014), e isso é corroborado pelos resultados do presente estudo. 

Notavelmente, esse processo é neutralizado pelas enzimas HDACs, que são em parte 

induzidas e ativadas por compostos bacterianos, levando a uma reconstituição da 

cromatina intimamente ligada ao silenciamento gênico (Eskandarian et al., 2013; 

Ciarlo et al., 2016) e que consequentemente está associado à imunossupressão 

(Carson et al., 2011; Hassan et al., 2018). 

Um estudo de Wen et al. (2008) mostrou que as alterações epigenéticas 

nas histonas estão envolvidas no padrão de expressão gênica de longo prazo nas 

células dendríticas, e que elas contribuem para a imunossupressão observada em 

animais pós-sepse e em pacientes com sepse grave. Essas alterações nas histonas 

também são implicadas no desenvolvimento das respostas imunes adquiridas, 

especialmente na diferenciação e manutenção de células de memória Th1/Th2 (Ansel 

et al., 2006). 

A uniformização da acetilação de histonas pelas enzimas HDACs e HATs 

é fundamental para a regulação transcricional requerida para a plasticidade sináptica 

e processos de memória (Ciarlo, Savva e Roger, 2013; Fang et al., 2014). Evidências 

comprovam que HDACs desempenham um papel fundamental na sobrevivência 

neuronal e que estão envolvidas em vários modelos de doenças 
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neurodegenerativas. Além disso, as enzimas HDACs estão associadas na 

aprendizagem e modulação de memória (Jiang et al., 2008). Um estudo de Guan et 

al. (2009) mostrou que camundongos que expressavam HDAC2 tinham memória 

espacial comprometida, sugerindo que a formação da memória e a plasticidade 

sináptica foram negativamente reguladas por essa enzima. Portanto, a diminuição da 

atividade de HDACs pode contribuir para a recuperação de déficits cognitivos.  

Com os resultados encontrados neste estudo, é possível correlacionar a 

atividade da enzima HDAC e DNMT durante a fisiopatologia da sepse, pois essas 

duas enzimas epigenéticas apresentaram uma correlação positiva nos tempos de 24 

horas, 10 dias e 30 dias pós sepse. As interações entre a metilação do DNA e a 

modificação da cromatina são conhecidas e descritas há muitos anos (Elliott et al., 

2010; Binnie et al., 2020a). Há estudos que já comprovam que o DNA metilado poderia 

recrutar enzimas HDACs via MeCP2 (proteína 2 de ligação ao metil-CpG), levando à 

desacetilação de histonas e condensação da cromatina, consequentemente 

desfavorecendo a iniciação transcricional (Brink et al., 2013). Um outro estudo 

mostrou que a utilização de tricostatina A, um inibidor de HDAC, atenuou a repressão 

do DNA induzida pela sua própria metilação, apontando para um efeito cruzado entre 

essas duas alterações epigenéticas (Jones et al., 1998; Nan et al., 1998; Yang et al., 

2012). 

Há indícios crescentes de que as modificações do epigenoma afetam o 

fenótipo das células imunes de forma a prejudicar as respostas à infecção e estão 

envolvidas na propagação de distúrbios inflamatórios (Sharma, Kelly e Jones, 

2010). Enquanto a maioria das marcas epigenéticas são geralmente estáveis ao longo 

do tempo, aquelas em certos loci mostram alta plasticidade em resposta a fatores 

como o estresse e mudanças no ambiente, tornando-as de interesse no contexto de 

várias patologias (Vachharajani, Liu e McCall, 2014). Devido a isso, os mecanismos 

epigenéticos são de suma importância na fisiopatologia da sepse, apoiando a ideia de 

que intervenções terapêuticas como diferentes condições ambientais, podem ser um 

fator importante  para modular as enzimas epigenéticas e um grande potencial de 

estudo para compreender em que momento estas alterações ocorrem e como se 

comportam durante a progressão da doença (Ji et al., 2017; Binnie et al., 2020b). 
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Evidenciou-se neste estudo que a exposição de ratos Wistar sépticos a um 

ambiente enriquecido, levou a regulação da atividade das enzimas HDAC e DNMT no 

tecido cerebral de hipocampo. De acordo com Lambert, Fernandez e Frick (2005) o 

EA pode produzir mudanças no hipocampo relacionadas ao aprendizado e a memória. 

Entende-se que o protocolo de EA está associado a mudanças neuroquímicas e 

fisiológicas no cérebro, se relacionando ao aumento de sinapses, tamanho neuronal, 

neurogênese, expressão de neurotropina, liberação de neurotransmissores e também 

no aumento das ramificações dendríticas, incluindo no cortical piramidal II / III e V 

(Diamond, 2001; Marashi et al., 2003). 

Estudos atuais demonstram que as enzimas epigenéticas HDACs se 

mostram elevadas no cérebro de animais sépticos, evidenciando sua relação na 

neurodegeneração e nas funções cognitivas geradas pela sepse (Vachharajani, Liu e 

McCall, 2014; Hassan et al., 2018). Devido a isso, entende-se que a modulação 

epigenética está envolvida no cérebro séptico e a inibição de HDACs pode servir como 

uma abordagem terapêutica potencial para o tratamento da encefalopatia associada 

à sepse (Jiang et al., 2008; Fang et al., 2014).  

A área da epigenética tornou-se um campo de estudo em expansão na 

imunologia, à medida que estudos crescentes indicam que os mecanismos 

epigenéticos podem conduzir as respostas imunológicas produtivas, a 

imunossupressão e autoimunidade deletérias (Hotchkiss, Monneret e Payen, 2013). 

Um crescente corpo de evidências experimentais sugere que os mecanismos 

epigenéticos, impulsionados por sinais ainda desconhecidos gerados durante a fase 

aguda da sepse, desempenham um papel importante na mediação da 

imunossupressão pós-sepse (Weiterer et al., 2015). As células Tregs da linhagem 

CD4 + são células capazes de suprimir as respostas imunes em uma variedade de 

contexto e podem ser consideradas o mecanismo central de regulação imunológica, 

pois possuem a função de controlar o sistema imune para que as respostas não sejam 

exacerbadas (Tatura et al., 2015; Fattahi e Ward, 2017; Nascimento et al., 2017). As 

Tregs funcionais requerem a expressão do fator de transcrição p3 (Foxp3) para a 

manutenção de sua atividade supressora, sendo que essa expressão em células T 

CD4 + requer modificações epigenéticas permissivas coordenadas, incluindo 

metilação e acetilação de histonas, bem como desmetilação de DNA nas regiões 
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promotoras e potencialmente específicas no locus Foxp3 (Fontenot et al., 2005; Lal et 

al., 2009; Yadav e Cartin-Ceba, 2016). Com isso, entende-se que o aumento de 

células Tregs pode desempenhar um papel na mediação da imunossupressão, 

levando à inibição da responsividade imunológica durante a sepse (Venet e Monneret, 

2017; Cao, Yu e Chai, 2019; Ren et al., 2020).  

Conforme verificado em diversas análises e corroborando com os 

resultados apresentados nesse estudo, a indução de sepse em animais gera déficits 

de memória, aprendizagem e muitas vezes exibe sintomas do tipo depressivo (Tuon 

et al., 2008; Michels et al., 2015). Sabe-se que quando há exposição a um ambiente 

caracterizado como padrão, ou seja, que não apresenta estímulos físicos e sensoriais, 

esses fatores não apresentam melhora. Os dados do presente estudo mostram que 

os animais sépticos submetidos a um ambiente padrão apresentaram 

comprometimento cognitivo e exibiram um déficit de memória de longa duração 

quando comparados entre o seu treino e o teste. Sabe-se que as consequências 

neurocognitivas geradas pela fisiopatologia da sepse podem perpetuar em um 

ambiente padrão, mas quando há exposição a um ambiente enriquecido, estudos 

mostram que essas consequências geradas pela doença apresentam melhoras 

(Jackson et al., 2014; de Macedo et al., 2015; Ji et al., 2017). Esses achados vêm de 

encontro com os resultados evidenciados neste estudo, pois os animais sépticos 

submetidos ao protocolo de EA obtiveram a capacidade de reverter as alterações 

geradas pela sepse, pois apresentaram uma memória de longa duração. 

Notavelmente, o papel das condições ambientais sobre a função cognitiva é 

reversível, apresentando uma melhora no desempenho cognitivo quando submetidos 

a um protocolo de EA, que se caracteriza por levar a um aumento da aprendizagem 

espacial e prevenir dos déficits cognitivos gerados pela sepse (Winocur, 1998; Caruso 

et al., 2014; Wintermann et al., 2015).  

Evidências mostram que a metilação do DNA é modulada dinamicamente 

por eventos dependentes de atividade neuronal (Kangaspeska et al., 2008; Métivier et 

al., 2008; Guo et al., 2011). Na última década, vários estudos foram realizados para 

entender o papel da metilação do DNA na função neuronal, sendo que muitos estudos 

sugerem que as enzimas DNMTs não desempenham apenas papéis críticos, incluindo 

impressão de genes e regulação da transcrição nos primeiros estágios de 
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desenvolvimento do SNC, mas também são indispensáveis na aprendizagem, 

memória e cognição, sendo que há relatos recentes que mostram a participação das 

enzimas DNMTs na consolidação da memória de longa duração (Miller e Sweatt, 

2007; Morris e Monteggia, 2014; Singh, Srivas e Thakur, 2017). 

Sabe-se que a IL-1β é considerada um marcador inicial da sepse, pois 

expressa efeitos pró-inflamatórios que contribuem para uma intensa resposta celular 

ao patógeno, além de ter a capacidade de liberar mediadores secundários (Imamura 

et al., 2011; Olivieri et al., 2018). No presente estudo, os níveis de IL-1β 

permaneceram elevados no hipocampo, quarenta e cinco dias após a sepse. Porém, 

os animais submetidos ao protocolo de EA apresentaram níveis significativamente 

diminuídos na estrutura cerebral. Entende-se então que a inflamação do cérebro 

persiste de forma tardia em animais sépticos, mas que o EA tem a capacidade de 

reverter esses danos gerados pela fisiopatologia da sepse. 

Com relação a plasticidade sináptica, entende-se que é um termo 

caracterizado pelas respostas adaptativas geradas pelo SNC, referente aos estímulos 

produzidos. Grande parte dos sistemas que integram o cérebro são considerados 

plásticos, pois possuem a capacidade de serem alterados, confirmando que as 

sinapses podem ser modificadas por exemplo por estímulos ambientais, que de algum 

modo são captados por percepções sensoriais (Nithianantharajah, Levis e Murphy, 

2004; Ohline e Abraham, 2019). Dessa forma, as sinapses são vulneráveis em 

condições neurodegenerativas, corroborando no entendimento de que a sepse é 

capaz de danificar proteínas sinápticas e consequentemente contribuir para o déficit 

cognitivo (Zong et al., 2019). 

A PSD-95 é uma proteína estrutural de sinapse altamente estável que se 

liga a receptores NMDA e os estabiliza em neurônios pós-sinápticos, participa da 

maturação de botões sinápticos e favorece a sinapse excitatória (Berry e Nedivi, 2017; 

Xie et al., 2019). Outra proteína dependente de sinalização é a sinaptofisina, 

caracterizada por ser uma proteína de membrana presente nas vesículas sinápticas, 

que pode ser utilizada como um marcador específico dessas vesículas que estão 

presentes nos terminais sinápticos dos neurônios pré-sinápticos, e que desempenha 

um papel importante na liberação de neurotransmissores (Wang et al., 2017; Wood et 

al., 2019).  
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Pesquisas têm revelado que uma expressão anormal de PSD-95 ocorre em 

animais que apresentam uma lesão cerebral, mostrando que há relação com uma 

condução de sinais danificados. Em modelo animal de demência senil, os níveis de 

PSD-95 no cérebro se mostram reduzidos, corroborando para um declínio na 

capacidade de aprendizado e memória (Xiong et al., 2019). O presente estudo revelou 

que a sepse teve a capacidade de diminuir os níveis de PSD-95 no cérebro, 

especificamente no tecido de hipocampo. Porém, esses níveis aumentaram em 

animais sépticos submetidos ao protocolo de EA. Já a proteína pré-sináptica 

sinaptofisina não mostrou diferenças significativas no grupo CLP. Um estudo de 

Moraes et al. (2015) expôs que a sinaptofisina não apresentou alterações em seus 

níveis, porém a proteína PSD-95 demonstrou níveis significativamente reduzidos no 

hipocampo de camundongos 24 horas e 3 dias após a indução da sepse, contudo 30 

dias após sepse a co-localização da PSD-95 foi estabelecida aos níveis normais.   

O fato de ocorrer diferenças significativas nos níveis de PSD-95 e não na 

sinaptofisina pode ser explicado pelos diferentes modelos animais utilizados para os 

estudos e principalmente pelo tempo de determinação dessas proteínas (Xiong et al., 

2019). Com isso, sugere-se que a redução no número de sinapses em animais 

sépticos pode ser devido a regulação da localização e/ou distribuição das proteínas 

sinápticas, ao invés da modulação de suas quantidades.  

Desse modo, compreende-se que há uma correlação da perda de sinapses 

com o prejuízo cognitivo gerado na sepse, e que intervenções como o protocolo de 

EA podem ser benéficos na plasticidade sináptica dessa patologia.  

Embora tenha sido elucidado a presença de alterações epigenéticas em 

modelo animal de sepse e que o protocolo de EA leva a uma melhora dessas 

variações e consequentemente uma diminuição dos danos cognitivos gerados pela 

doença, algumas limitações devem ser apontadas neste estudo. Primeiramente a 

inflamação foi avaliada somente a nível cerebral, exclusivamente no hipocampo, 

limitando o entendimento de como os eventos inflamatórios se comportam em outros 

órgãos durante a progressão da sepse. Já a plasticidade sináptica foi avaliada sem 

análise direta da estrutura do hipocampo, impossibilitando compreender como ocorre 

a condução de sinais normais e danificados. Com isso, entende-se que são 

necessários mais estudos a nível periférico, para poder investigar e entender por qual 
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mecanismo e qual célula é mais afetada pelo EA e para melhor esclarecimento dos 

mecanismos epigenéticos relacionados a fisiopatologia da sepse. 
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6 CONCLUSÃO 

Os dados do presente estudo sugerem que o estresse fisiológico que é 

gerado e transmitido ao sistema imunológico durante o quadro de sepse grave, pode 

apresentar efeitos significativos na expressão gênica no cérebro, especificamente no 

tecido de hipocampo, tanto a curto quanto a longo prazo. Devido a isso, o ambiente 

enriquecido pode ter a capacidade de retardar e melhorar os déficits cognitivos 

induzidos pela doença, e ser uma estratégia com grande potencial de modulação das 

enzimas epigenéticas em modelo animal de sepse.  
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ANEXOS 

ANEXO A – Aprovação do primeiro comitê de ética no uso de animais. 
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ANEXO B – Aprovação do segundo comitê de ética no uso de animais.  

 


