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RESUMO 
 

 

Pérez FI. Efeito das catelicidinas na neuroinflamação tardia em modelo 

experimental de sepse [tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade 

de São Paulo; 2022. 

Introdução: A redução da mortalidade por sepse, observada nos últimos anos, 

levou a um aumento importante no número de indivíduos com complicações 

crônicas por esta doença. A disfunção cognitiva a longo prazo é uma das 

principais alterações presentes nestes indivíduos, estando relacionada a 

diversos distúrbios no sistema nervoso central e compondo a denominada 

encefalopatia séptica, que têm na neuroinflamação uma parte central do seu 

mecanismo fisiopatológico. Os neuropeptídeos e as catelicidinas, neste 

contexto, são peptídeos com importante papel no sistema imunológico e na 

resposta inflamatória, tendo uma participação fundamental no processo 

neuroinflamatório. Metodologia: O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito das 

catelicidinas na neuroinflamação precoce e tardia em modelo experimental de 

sepse, utilizando camundongos selvagens e deficientes em CRAMP. Para 

atingirmos este objetivo, foram mensuradas diversas citocinas no plasma destes 

animais, e foram dosados diversos neuropeptídeos no hipocampo e no córtex 

pré-frontal dos mesmos, antes e após sepse experimental. Resultados: Foram 

identificados níveis mais elevados de IL-6 e MCP-1 no plasma dos animais 

selvagens, 24 horas após a indução do modelo de sepse (ligadura e punção 

cecal), em comparação aos animais CRAMP "knockout". Maiores níveis de 

neurotensina e substância P foram detectados no hipocampo dos animais 

selvagens, tanto nos controles saudáveis, quanto 24 horas após indução de 

sepse, quando comparados aos animais deficientes em CRAMP. Não foi 

observado nenhuma diferença significativa nas dosagens dos neuropeptídeos 

no córtex pré-frontal, em todos os grupos analisados. Conclusões: Os nossos 

achados sugerem que as catelicidinas exacerbam a resposta inflamatória, 

ocasionando elevação nos níveis plasmáticos de algumas citocinas e nos níveis 

de substância P e neurotensina no hipocampo, mas não no córtex pré-frontal. 

Descritores: Neuroinflamação; Neuropeptídeos; Catelicidinas; Citocinas; 

Sepse; Encefalopatia. 
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ABSTRACT 

 

 

Pérez FI. Effect of cathelicidin on late neuroinflammation in an experimental 

model of sepsis [thesis]. São Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de 

São Paulo”; 2022. 

Introduction: The reduction in mortality from sepsis, observed in recent years, 

has led to a significant increase in the number of individuals with chronic 

complications from this disease. Long-term cognitive dysfunction is one of the 

main alterations present in these individuals, being related to several disorders in 

the central nervous system and composing the so-called septic encephalopathy, 

which have neuroinflammation as a central part of their pathophysiological 

mechanism. Neuropeptides and cathelicidins, in this context, are peptides with 

an important role in the immune system and in the inflammatory response, having 

a fundamental role in the neuroinflammatory process. Methodology: The 

objective of this work was to evaluate the effect of cathelicidins on early and late 

neuroinflammation in an experimental model of sepsis, using wild-type and 

CRAMP-deficient mice. To achieve this objective, several cytokines were 

measured in the plasma of these animals, and several neuropeptides were 

measured in their hippocampus and prefrontal cortex, before and after 

experimental sepsis. Results: Higher levels of IL-6 and MCP-1 were identified in 

the plasma of wild animals, 24 hours after the induction of the sepsis model (cecal 

ligation and puncture), compared to CRAMP-knockout animals. Higher levels of 

neurotensin and substance P were detected in the hippocampus of wild animals, 

both in healthy controls and 24 hours after induction of sepsis, when compared 

to CRAMP-deficient animals. No significant difference was observed in the levels 

of neuropeptides in the prefrontal cortex in all groups analyzed. Conclusions: 

Our findings suggest that cathelicidins exacerbate the inflammatory response, 

causing an increase in the plasma levels of some cytokines and in the levels of 

substance P and neurotensin in the hippocampus, but not in the prefrontal cortex. 

Keywords: Neuroinflammation; Neuropeptides; Cathelicidins; Cytokines; 

Sepsis; Encephalopathy. 
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1. Introdução 

 

 

A sepse é uma entidade clínica frequente e caracterizada pela presença 

de uma ou mais disfunções orgânicas, potencialmente fatais, desencadeadas 

por uma resposta desregulada do organismo ante uma infecção. No extremo do 

espectro clínico da sepse, o choque séptico consiste em um conjunto de 

anormalidades na microcirculação e no metabolismo celular, o que incrementa 

substancialmente o risco de morte 1. 

Aproximadamente 19,4 milhões de pacientes desenvolvem sepse a cada 

ano no mundo, com uma mortalidade absoluta ao redor de 5,3 milhões, de modo 

que, anualmente, 14,1 milhões sobrevivem no momento da alta hospitalar 2. No 

Brasil, a mortalidade absoluta por causas relacionadas a sepse também 

apresentou um expressivo incremento na última década, mostrando um aumento 

na notificação dessa doença como uma das principais causas de óbito no país 

3. 

A pesar do maior reconhecimento da sepse como uma das maiores 

causas de morte e da sua importância global como problema de saúde, tanto a 

incidência mundial de sepse como a mortalidade por ela vêm diminuindo ao 

longo dos anos 4  5, em uma tendência que se repete em países desenvolvidos 

como Austrália e Nova Zelândia 6, EUA 7 e, inclusive, em países em 

desenvolvimento como o Brasil 8. No ano de 2017, foi estimado 
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aproximadamente 48,9 milhões de casos de sepse ao redor do mundo, com uma 

redução de 18,8% na incidência mundial de 1990 a 2017. Em relação à 

mortalidade, foi estimado um total de 11 milhões de mortes relacionadas à sepse 

no ano de 2017, sendo observada uma redução mundial de 29,7% na 

mortalidade absoluta por sepse de 1990 (15,7 milhões de mortes) a 2017 5. 

Aproximadamente metade dos pacientes que sobrevivem à sepse tem 

uma completa ou quase completa recuperação. Cerca de 1/6 dos indivíduos que 

sobrevivem à sepse apresenta uma limitação física persistente ou disfunção 

cognitiva e, 1/3 dos sobreviventes, evolui a óbito durante o ano seguinte à sepse. 

Metade das mortes que ocorrem 1 ano após a hospitalização por sepse deve-se 

a complicações da doença, enquanto que a outra metade é explicada por fatores 

como a idade e comorbidades dos indivíduos antes da hospitalização (Figura 1) 

9. 

Estes indivíduos que sobrevivem à sepse e não apresentam uma 

completa recuperação estão expostos a uma série de alterações a longo prazo, 

quais sejam: incremento no risco de doença arterial coronariana 10, incremento 

na incidência de estresse pós-traumático 11, disfunção cognitiva a longo prazo, 

limitação funcional 12 e maior mortalidade tardia 13. O conjunto destas alterações 

tardias, vistas nos pacientes que sobrevivem à sepse, pode ser denominado de 

Síndrome Pós-Sepse, e engloba diversos pontos, difíceis de delimitar, que 

incluem características do próprio indivíduo, comorbidades e sequelas da própria 

doença 9. 
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Figura 1 - Desfechos de pacientes após a sepse  
Metade dos pacientes que sobrevivem à sepse alcançam uma completa ou quase completa 
recuperação em 2 anos após a alta hospitalar. Um terço dos pacientes morre ao longo deste 
periodo e 1/6 dos pacientes evoluem com complicações tardias e Síndrome Pós-Sepse. 
Modificado de Zachary Mostel e col. Post-sepsis syndrome – an evolving entity that afflicts 
survivors of sepsis. Molecular Medicine. 2020; 26:6. 

 

1.1 Disfunção neurológica na sepse 

A disfunção cerebral aguda ocorre em aproximadamente metade dos 

pacientes no momento de admissão na UTI por sepse, e apresenta um amplo 

espectro de manifestações que variam desde o delirium ao coma. Este conjunto 

de alterações neurológicas é denominada por Encefalopatia Associada à Sepse 

e tem, como principais características fisiopatológicas, a disfunção cerebral 

difusa e as alterações estruturais no sistema nervoso central (SNC) causadas 

pela resposta inflamatória sistêmica 14. Foram identificados neuropeptídeos que 

podem estar diretamente relacionados à disfunção cerebral e à inflamação 

sistêmica 15. 

Em uma etapa mais tardia da sepse, a disfunção cognitiva a longo prazo 

representa um dos principais fatores associados à morbidade e à piora de 

50%

33%

17%

Recuperação completa ou quase completa

Mortalidade 2 anos após a sepse

Síndrome Pós-Sepse
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qualidade de vida entre os que sobrevivem à sepse. Uma coorte retrospectiva 

observou um aumento em 10,6% na prevalência de disfunção cognitiva de 

moderada à severa e um incremento de 1,57 novas limitações funcionais entre 

pacientes que são dados de alta após hospitalização por sepse 12. 

Diversos fatores podem estar associados ao desfecho cognitivo a longo 

prazo como: o status cognitivo prévio a sepse, comorbidades, magnitude da 

resposta inflamatória e características individuais. Uma coorte prospectiva 

identificou que níveis séricos elevados de NSE (enolase neurônio específica), 

INF-γ (interferon gama) e IL-6 (interleucina-6) 24 horas após a alta da UTI estão 

associados a um pior desfecho cognitivo 1 ano após a internação hospitalar 16. 

Nesse aspecto, é importante ressaltar que, em sobreviventes à sepse, foi 

encontrado um persistente aumento de marcadores inflamatórios como proteína 

C reativa e IL-6 até 1 ano após a alta hospitalar 17, o que pode estar relacionado 

a um pior resultado cognitivo a longo prazo entre estes pacientes 18. 

Alguns marcadores de lesão neuronal são resultado do depósito de 

proteínas no parênquima cerebral como consequência da resposta inflamatória 

sistêmica, e podem estar associados a um pobre desfecho cognitivo relacionado 

à sepse. Entre estes marcadores, cabe mencionar a NSE, forma neuronal da 

enzima enolase da via glicolítica, sendo exclusivamente encontrada em 

neurônios e células neuroendócrinas 19; as Proteínas Tau, abundantes no SNC 

e que têm a função de estabilizar os microtúbulos 20; as Proteínas β-amilóide, 

normalmente eliminadas pelas células da glia e que podem se acumular em 

placas levando a degeneração neuronal após desencadear uma resposta 

inflamatória na microglia 21; e as proteínas S100β, produzidas pelos astrócitos, e 
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que podem ser encontradas em níveis elevados no sangue após um dano 

neurológico 22. 

Um estudo observacional evidenciou maiores concentrações de NSE e 

S100β no plasma e no líquido cefalorraquidiano de humanos com encefalopatia 

relacionada à sepse em relação a pacientes internados em UTI por outros 

motivos 23. Por outro lado, em modelos experimentais de sepse, a administração 

de LPS em ratos esteve associada a um acúmulo de proteína β-Amilóide e de 

Tau fosforilado no cérebro dos animais, estando este aumento relacionado ao 

acúmulo de citocinas inflamatórias no parênquima cerebral 24. Assim, este 

aumento no depósito de proteínas cerebrais, uma importante consequência da 

neuroinflamação, pode estar associado ao desenvolvimento da disfunção 

cognitiva a longo prazo nos pacientes que sobrevivem à inflamação sistêmica 

como consequência de uma infecção grave. 

 

1.2 Mecanismo das alterações cognitivas relacionadas à sepse 

Os mecanismos que levam às sequelas neurológicas relacionadas à 

sepse envolvem uma combinação de alterações como injúria cerebrovascular, 

desarranjos metabólicos e neuroinflamação. A fase aguda da sepse é marcada 

por variações abruptas da pressão arterial que resultam em hemorragia e 

isquemia no parênquima cerebral 9.  

Algumas alterações frequentemente observadas na fase aguda da sepse 

decorrentes de desregulação do metabolismo, como a hiperglicemia e a uremia, 

também contribuem para as alterações cognitivas da sepse 9. Compostos como 

a creatinina podem estimular os receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA) e 
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inibir os receptores do ácido gama-aminobutírico (GABA) 25. A hiperglicemia, por 

outra parte, pode levar a apoptose celular 26, a ativação de metaloproteinases e 

a quebra da barreira hemato-encefálica 27. 

A ativação de células gliais com liberação de citocinas inflamatórias, 

radicais livres derivados de oxigênio e a liberação desregulada de glutamato 

representa o principal aspecto da neuroinflamação 28. A inflamação persistente 

do SNC, na sepse, leva a um comprometimento da integridade da barreira 

hemato-encefálica e a um acúmulo de mediadores inflamatórios periféricos, o 

que leva a uma exacerbação e perpetuação da neuroinflamação 29. 

Em roedores submetidos a modelo experimental de sepse foi evidenciada 

uma auto- amplificação de citocinas inflamatórias como TNF-α, IL-6 e IL-1β nas 

primeiras horas da indução da sepse 30, seguido da ruptura da barreira hemato-

encefálica 31. Como consequência da resposta imune, DAMPs se unem a 

diferentes receptores, exacerbando a resposta imunológica do hospedeiro. 

HMGB-1 pode atuar no endotélio da microvascularização cerebral, levando a 

quebra da integridade da barreira hemato- encefálica e facilitando a entrada de 

mediadores inflamatórios ao parênquima cerebral 32 33 (Figura 2). 
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Figura 2 - Mecanismos do deterioro cognitivo após a sepse 
Os efeitos neurocognitivos da sepse são causados por uma combinação de isquemia cerebral, 
disfunção neuronal e neuroinflamação. Modificado de Zachary Mostel e col. Post-sepsis 
syndrome – an evolving entity that afflicts survivors of sepsis. Molecular Medicine. 2020; 26:6.  
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1.3 Neuropeptídeos e inflamação sistêmica 

Neuropeptídeos são pequenas sequências de aminoácidos produzidas, 

principalmente, mas não exclusivamente, no sistema nervoso central. 

Tipicamente, têm a função de regular a atividade neuronal e afetam uma grande 

variedade de funções centrais e periféricas, como a termorregulação, o 

comportamento sexual, a ingesta de água e de alimentos, o ritmo circadiano, 

entre outras. Os neuropeptídeos também são potenciais reguladores da resposta 

inflamatória e imune, uma vez que afetam a sensibilidade à dor, e são 

conhecidos por seu significativo papel na neurogênese, agindo não somente nos 

neurônios, mas também nas células gliais. As células da microglia expressam 

diversos neuropeptídeos e receptores de neurotransmissores que regulam a 

função glial 34. Desta forma, os neuropeptídeos estão involucrados com diversas 

doenças neuropsiquiátricas incluindo a encefalopatia relacionada à sepse 15. 

A Substância P (SP), é uma taquicinina, composta de 11 aminoácidos, 

liberada pelas terminações nervosas em diversos tecidos 35. Estimula a liberação 

de citocinas inflamatórias, espécies reativas de oxigênio e outros mediadores 

inflamatórios, estando relacionada ao incremento da permeabilidade capilar e ao 

extravasamento de líquido do intravascular ao interstício. A SP é amplamente 

distribuída no cérebro, estando em maior concentração em áreas relacionadas 

às emoções. Está relacionada à desordens de humor, à ansiedade, ao estresse, 

à neurotoxicidade, a náuseas e à nocicepção 15. No sistema imunológico, a SP 

aparentemente apresenta um papel regulador da migração de células imunes ao 

regular a expressão de quimiocinas e moléculas de adesão, além de participar 

na ativação de células da imunidade inata e adaptativa 36. 
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Uma coorte prospectiva em 6 unidades de terapia intensiva envolvendo 

238 pacientes demonstrou uma maior concentração sérica de SP em 

sobreviventes à sepse em comparação com indivíduos que não sobreviveram 37. 

Da mesma forma, um estudo semelhante com 310 pacientes mostrou que os 

níveis séricos de SP eram menores em não sobreviventes à sepse, de modo que 

este neuropeptídeo poderia ser um biomarcador de mortalidade nesta síndrome 

38. 

A SP exerce seus efeitos na resposta inflamatória mediante a sua ligação 

com o receptor de neurocinina 1 (NK-1R). Um estudo evidenciou uma menor 

mortalidade, menores níveis séricos de citocinas inflamatórias IL-6, IL-1β e MIP-

2, maior contagem de neutrófilos em sangue e melhores parâmetros 

hemodinâmicos em murinos deficientes em NK-1R quando comparados a 

murinos selvagens 39 (Figura 3). 
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Figura 3 - Papel dos neuropeptídeos na sepse 
Os neuropeptídeos apresentam importantes funções na fisiopatologia da resposta 
imunoinflamatória, participando como reguladores da expressão e liberação de citocinas 
inflamatórias, e sendo importantes componentes na ativação de células imunes   
 

O Fator Estimulante de α-Melanócitos (α-MSH) é um agonista de 

receptores de melanocortina 3 e 4, estando relacionado ao gasto energético, 

atividade física e supressão da ingesta alimentar 15. O α-MSH inibe múltiplas 
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formas de inflamação e está relacionada a melhora da lesão renal aguda 

induzida por sepse em modelos experimentais 40.  

Orexina A e B são peptídeos de 33 e 28 aminoácidos, respectivamente, 

que estão relacionadas à alimentação e à homeostase energética. São 

produzidas no hipotálamo posterior e os neurônios produtores de orexinas são 

não-gabaérgicos 15. 

A Oxitocina é um peptídeo semelhante à vasopressina-arginina e é 

secretada por neurônios hipotalâmicos cujos axônios se estendem até a 

neurohipófise. Alguns estudos mostram que a oxitocina pode desestimular a 

resposta inflamatória em humanos, com expressivas implicações na 

fisiopatologia do choque séptico 15. Da mesma forma, um estudo em modelo 

experimental de sepse por injeção fecal intraperitoneal em ratos demonstrou 

uma menor concentração de citocinas inflamatórias plasmáticas nos animais 

tratados com oxitocina 41. Também em ratos, um estudo com modelo 

experimental de sepse por ligadura e punção cecal evidenciou variações na 

expressão e distribuição de oxitocina hipotalâmica, estando em menores níveis 

nos núcleos supraóptico e paraventricular e em maiores níveis em neurônios 

periventriculares e perivasculares 42. 

A Neurotensina é um peptídeo de 13 aminoácidos produzido em grande 

quantidade no SNC e em células N do trato gastrointestinal, unindo-se com 

receptores NTS1 e NTS2. Seus receptores estão em altas concentrações em 

vias dopaminérgicas do SNC enquanto que, no trato gastrointestinal, está 

relacionado com a liberação de acetilcolina e serotonina, estimulando o 

peristaltismo gastrointestinal e apresentando um efeito trófico na mucosa 
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intestinal. Receptores de alta afinidade à neurotensina também foram 

encontrados em mastócitos e linfócitos, estimulando a liberação de histamina e 

a quimiotaxia, respectivamente. Em um modelo experimental de sepse foi 

encontrada uma redução da mortalidade em ratos tratados com antagonista 

farmacológico da neurotensina 15. Da mesma forma, um estudo comparativo em 

camundongos evidenciou maior mortalidade após a ligadura e punção cecal em 

animais selvagens quando comparados a camundongos deficientes em 

neurotensina e camundongos deficientes em receptores de neurotensina 43.  

A Melatonina é um neuropeptídeo produzido pela glândula pineal e por 

alguns outros tecidos como trato gastrointestinal, timo linfócitos CD4, CD8 e 

células B. Está relacionada com a regulação do sono e do humor. Nesse sentido, 

apresenta um potente efeito antioxidante ao unir-se com radicais livres, 

ajudando, desta forma, a combater microorganismos. Além de seus efeitos 

antioxidantes, é capaz de promover a liberação de IL-10, inibir o crescimento 

bacteriano, diminuir a expressão de óxido nítrico sintetase, diminuir a liberação 

de citocinas pró-inflamatórias e inibir a mieloperoxidase, sendo um potencial alvo 

terapêutico na sepse. Em um modelo de endotoxemia com LPS em ratos, foi 

identificada uma redução na peroxidação lipídica, quimiotaxia e deformação de 

eritrócitos 15. 

O Sistema Nociceptina consiste no neuropeptídeo Nociceptina/Orfanina 

FQ (N/OFQ) e seu receptor N/OFQ (NOP). O N/OFQ é um peptídeo de 17 

aminoácidos semelhante aos opióides produzido e liberado por neurônios e 

outros tecidos periféricos a partir de um precursor de 30 aminoácidos, enquanto 

o receptor NOP está presente em grande quantidade no sistema nervoso central 
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e periférico. NOP e o precursor de N/OFQ são encontrados também em células 

relacionadas à resposta inflamatória como monócitos, linfócitos e 

polimorfonucleares, apresentando um efeito predominantemente pro- 

inflamatório, induzindo quimiotaxia e proliferação de células imunes. Um estudo 

experimental em ratos submetidos à ligadura e punção cecal (CLP) demonstrou 

que a administração parenteral de N/OFQ exacerbou a resposta inflamatória, 

levando a uma maior mortalidade nos animais submetidos ao modelo de sepse. 

Em humanos, uma pequena coorte de 21 adultos com sepse em terapia intensiva 

identificou uma maior concentração plasmática de N/OFQ entre os pacientes que 

evoluíram a óbito em comparação com os indivíduos que sobreviveram. Entre os 

principais mecanismos fisiopatológicos da sepse relacionados à N/OFQ estão a 

disfunção cardiovascular, mediante a supressão do eixo hipotálamo-hipófise-

adrenal, a vasodilatação periférica e o incremento da permeabilidade capilar 44. 

O Peptídeo Relacionado ao Gene da Calcitonina (CGRP) é um 

neuropeptídeo de 37 aminoácidos com um potente efeito vasodilatador. Um 

estudo em humanos demonstrou um incremento significativo no nível sérico de 

CGRP em pacientes com sepse, estando este aumento associado ao 

desenvolvimento de choque séptico. Em ratos submetidos a CLP, foi 

evidenciado um importante incremento nos níveis plasmáticos de CGRP 10 

horas após a CLP, sendo o intestino o principal foco do aumento da expressão 

deste neuropeptídeo. Uma coorte prospectiva incluindo 61 pacientes com sepse 

após cirurgia abdominal de grande porte demonstrou um aumento significativo 

nos níveis séricos de CGRP nos não sobreviventes em relação aos pacientes 

que sobreviveram à sepse, desde o inicio do processo infeccioso 45. 
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O Neuropeptídeo Y (NPY) é um peptídeo de 36 aminoácidos implicado 

em diversos processos fisiológicos do sistema nervoso central e periférico. 

Apresenta um potente efeito vasoconstritor ao potencializar a resposta 

adrenérgica, sendo um importante contrabalance na vasodilatação induzida pela 

sepse. Em ratos submetidos a modelo experimental de sepse mediante a 

administração de lipopolissacarídeo (LPS), a infusão de baixas doses de NPY 

associado à administração de noradrenalina incrementou a sobrevida dos 

animais que receberam uma dose letal de LPS 46. 

As β-endorfinas são peptídeos que exercem diversas funções no 

organismo. No cérebro, atuam como neurotransmissores e neuromoduladores. 

São produzidas principalmente no lobo anterior da glândula pituitária e em 

células produtoras de pro-ópiomelanocortina no hipotálamo. As β-endorfinas 

aparentam ter um efeito inibitório na resposta imunológica. Algumas citocinas 

inflamatórias, como IL-2 e IFN-γ, têm uma liberação reduzida em resposta a β-

endorfinas, enquanto que outras, como a IL-4, que apresenta características 

anti-inflamatórias, são liberadas em resposta a este neuropeptídeo 47. Um estudo 

in vitro, no qual células linfóides de camundongos foram tratadas com β-

endorfinas, demonstrou uma diminuição na produção de IL-1β, IL-2, TNF-α, e 

IFN-γ 48. Em modelo de endotoxemia em camundongos mediante a 

administração de LPS foi evidenciado um incremento na expressão de RNAm 

pro-ópiomelanocortina em tecidos periféricos e um aumento na expressão de β-

endorfina em fígado e baço 49. 

Como já mencionado, os neuropeptídeos apresentam importantes efeitos 

no sistema imunológico, interferindo na resposta inflamatória e, inclusive, na lise 
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de bactérias. Uma coorte prospectiva em adultos internados em unidade de 

terapia intensiva avaliou o nível sérico de neuropeptídeos em pacientes 

admitidos na UTI, mostrando uma redução na concentração plasmática de 

neurotensina, substância P, oxitocina, α-MSH durante o choque séptico 50. Da 

mesma forma, um estudo do mesmo grupo demonstrou a redução nos níveis 

séricos e na expressão de genes de LL-37, uma catelicidina, em pacientes com 

choque séptico internados na unidade de cuidados críticos 51. Portanto, ambas 

famílias de peptídeos, as catelicidinas e os neuropeptídeos, apresentam 

diversas funções, especialmente no sistema imunológico, sendo um componente 

importante nas diferentes vias da resposta inflamatória sistêmica ante uma 

infecção. 

 

1.4 Catelicidinas e sepse 

Os peptídeos antimicrobianos (AMPs) são moléculas que apresentam um 

considerável papel na imunidade inata de mamíferos contra microorganismos. 

Até o momento, mais de 1200 tipos de AMPs de diversas origens foram 

identificados. Destes, 2 peptídeos antimicrobianos foram os mais 

extensivamente estudados em mamíferos, a saber: as defensinas e as 

catelicidinas 52. Mais de 100 tipos de defensinas foram identificadas em 

mamíferos 53, das quais 6 α-defensinas e 3 β-defensinas foram descritas em 

humanos 54. 

Somente 1 gene relacionado à produção de catelicidinas, denominado 

CAMP, foi encontrado em humanos e roedores que produz os peptídeos LL-37 

e CRAMP, respectivamente 53. Estes peptídeos foram identificados, inicialmente, 
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em neutrófilos 55, porém, posteriormente, foram encontrados em outras células 

e tecidos como monócitos, mastócitos, células NK, células B, medula óssea, trato 

respiratório, mucosa intestinal, mucosa do trato urinário, glândulas mamárias, 

epidídimo e pele 53.  

As catelicidinas apresentam diversos e complexos mecanismos de ação 

dentro da imunidade inata. Estes peptídeos levam à lise bacteriana mediante a 

união e desestabilização da membrana e da parede celular. Ressalte-se que 

apresentam capacidade de ligação com o lipopolissacarídeo da parede celular 

de bactérias, levando a ativação de proteínas de membrana, indução de 

quimiotaxia e ativação de inflamossomas 55. Outrossim, alteram a expressão 

gênica de células do hóspede, levando a produção de quimiocinas, citocinas 

inflamatórias, promovem o recrutamento de leucócitos ao sítio da infecção, 

influenciam a diferenciação celular e modulam a resposta de células dendríticas 

e células T da resposta adaptativa. Assim, as catelicidinas agem como uma via 

de integração entre a imunidade inata e a imunidade adaptativa 52. 

Desta forma, o papel das catelicidinas na sepse é amplamente complexo, 

uma vez que age em diversas vias da resposta inflamatória e apresenta um 

comportamento variável ao longo da resposta inflamatória. Um estudo 

demonstrou um aumento no grau de expressão do gene LL-37 em humanos com 

sepse quando comparados com indivíduos do grupo controle e com indivíduos 

em choque séptico. Da mesma forma, o grau de expressão do gene LL-37 foi 

menor nos indivíduos em choque séptico quando comparados com indivíduos 

em uma fase de recuperação da sepse, mostrando uma variação da expressão 

da LL-37 ao longo da evolução desta síndrome inflamatória. Este mesmo estudo 
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demonstrou não haver uma diferença na concentração plasmática de LL-37 

entre indivíduos saudáveis, doentes críticos sem sepse, pacientes sépticos, 

indivíduos com choque séptico e paciente em recuperação da sepse 51. 

Em camundongos, foi evidenciada uma maior sobrevida e um incremento 

da resposta imunológica em camundongos deficientes em CRAMP quando 

comparados com camundongos selvagens C57, de modo que os efeitos anti-

inflamatórios parecem ser detrimentais neste modelo experimental de sepse por 

CLP, sendo encontrado um estado de maior expressão dos genes relacionados 

à produção de interleucinas em camundongos deficientes em CRAMP 55. 

Devido à existência desta complexa interação entre as diferentes famílias 

de peptídeos com o sistema imunológico e a resposta inflamatória sistêmica, 

este estudo busca melhorar nossa compreensão sobre o efeito das catelicidinas 

na produção cerebral de neuropeptídeos em resposta à neuroinflamação 

ocasionada pela sepse, tanto na fase precoce como na fase tardia, em modelo 

experimental mediante ligadura e punção cecal em camundongos. 
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2. Objetivos 

 

 

2.1 Objetivo Geral 

Analisar o efeito das catelicidinas na liberação cerebral de neuropeptídeos na inflamação 

tardia em modelo experimental de sepse por ligadura e punção cecal (CLP) em 

camundongos. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

Identificar uma relação entre inflamação sistêmica e o efeito das catelicidinas na produção 

de neuropeptídeos no sistema nervoso central, na inflamação tardia, mediante:  

 Dosagem de citocinas inflamatórias no plasma dos animais WT e CRAMP-KO, 24 

horas e 15 dias após a CLP 

 Dosagem de neuropeptídeos no córtex pré-frontal dos animais WT e CRAMP-KO, 24 

horas e 15 dias após a CLP 

 Dosagem de neuropeptídeos no hipocampo dos animais WT e CRAMP-KO, 24 horas 

e 15 dias após a CLP. 
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3. Materiais e métodos 

 

 

3.1 Local de Experimentação 

O estudo foi realizado no Laboratório de investigação da Disciplina de Emergências 

Clínicas (LIM-51) da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo. O Centro de 

Bioterismo da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo forneceu os animais, 

sendo eles mantidos em gaiolas no Biotério de Experimentação da Disciplina de 

Reumatologia - Departamento de Clínica Médica. 

 

3.2 Aspectos éticos 

A Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina da USP 

aprovou o estudo sob o protocolo 1179/2018 (Anexos A e B). As orientações do guia 

PRESS foram seguidas (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. Institute of 

Laboratory Animal Resources, Comission on Life Sciences and National Research Council. 

National Academy Press, Washington, D.C., 1996).  

 

3.3 Animais de experimentação e grupos experimentais 

Os animais utilizados no estudo foram os seguintes: 1) camundongos selvagens 

C57/BI6 machos de 8 semanas (Wild Type ou WT) e 2) camundongos machos deficientes 

em CRAMP (CRAMP-KO) de 8 semanas, ambos com peso médio de 20g. O uso de animais 

machos teve como objetivo diminuir a influência cíclica de hormônios sexuais na inflamação 

sistêmica. 
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O modelo de sepse foi realizado por ligadura e punção cecal. Após a cirurgia, os 

animais foram mantidos em gaiolas por 24 horas ou 15 dias com água e ração “Ad libidum” 

(Nuvilab CR1 - Nivutal Nutrientes, São Paulo, Brasil), períodos de claro/escuro e com 

temperatura ambiente controlada (21 a 23O Celsius). Após 24 horas ou 15 dias, os animais 

foram eutanasiados e, então, coletados: plasma, hipocampo e córtex pré-frontal. As 

amostras foram mantidas em freezer a -80O Celsius para posterior análise. 

Para a análise do efeito das catelicidinas na resposta inflamatória nas fases precoce 

e tardia, o estudo foi realizado em 6 grupos: 1) animais CRAMP-KO submetidos a CLP e 

sacrificados em 24 horas (KO-24 horas); 2) animais CRAMP-KO submetidos a CLP e 

sacrificados em 15 dias (KO-15 dias); 3) animais CRAMP-KO não submetidos a CLP (KO-

controle); 4) animais wild-type submetidos a CLP e sacrificados em 24 horas (WT- 24 

horas); 5) animais wild-type submetidos a CLP e sacrificados em 15 dias (WT-15 dias); e 

6) animais wild-type não submetidos a CLP (WT-controle). 

 

3.4 Modelo de ligadura e punção cecal 

O procedimento foi realizado sob anestesia intraperitoneal com Xilazina e 

Remifentanil. Posteriormente, os animais foram mantidos em posição anatômica, sendo 

realizada uma incisão transversal em pele e planos profundos no flanco esquerdo. Uma vez 

identificado o ceco, foi realizada ligadura cecal abaixo da inserção do íleo distal. Ligado o 

ceco, foram feitas 3 punções (proximal, medial e distal) no segmento cecal ligado com 

agulha 24G. Posteriormente, foi realizada a devolução do conteúdo visceral à cavidade 

abdominal e realizada a sutura do peritônio, do plano muscular e da pele. Os camundongos 

submetidos ao modelo de CLP foram identificados um a um e o horário do experimento de 

cada animal foi devidamente registrado. 
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3.5 Técnica de coleta de tecidos 

Para a coleta de tecidos, a ordem e o horário da realização da CLP foram 

respeitados, de modo que a coleta de tecidos de cada animal foi realizada em horário 

próximo do experimento inicial, evitando, desta maneira, a interferência de fatores como o 

ciclo circadiano na produção de neuropeptídeos e variações na concentração de citocinas 

e neuropeptídeos decorrentes do tempo transcorrido entre o inicio da sepse e o momento 

da coleta. 

A coleta dos tecidos analisados foi realizada após anestesia intraperitoneal com 

Xilazina e Remifentanil. Com o animal em posição anatômica, foi realizada incisão média 

ampla em parede abdominal, sendo identificada a veia cava inferior e, então, coletado 

sangue para  posterior centrifugação e obtenção do plasma. Posteriormente, foi realizada 

a craniotomia e exérese do encéfalo para posterior identificação e coleta do córtex pré-

frontal e hipocampo. Uma vez coletados, os tecidos foram armazenados em freezer a -80O 

Celsius para posterior análise (Figura 4). 
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Figura 4 - Esquema do estudo e grupo de animais 
A investigação foi realizada em 4 etapas, a saber: 1. Realização dos experimentos; 2. Coleta de tecidos 
(plasma, hipocampo e córtex pré-frontal); 3. Dosagem de citocinas inflamatórias no plasma e de 
neuropeptídeos no hipocampo e córtex pré-frontal; e 4. Análise de resultados. O estudo agrupou os animais 
da seguinte maneira: Grupo KO-Controle, Grupo KO-24 horas, Grupo KO-15 dias, Grupo WT-Controle, Grupo 
WT-24 horas e Grupo WT-15 dias. 

 

3.6 Dosagem de neuropeptídeos e citocinas inflamatórias no material coletado 

Posterior ao armazenamento do material coletado em freezer -80O Celsius, foram 

dosadas as seguintes citocinas inflamatórias no plasma: IL-1β, IL-6, IL-10, MCP-1 e TNF-

α. Os seguintes neuropeptídeos foram dosados no hipocampo e no córtex pré-frontal: 

neurotensina, β-endorfina, oxitocina e substância P. Todas as dosagens foram realizadas 

mediante a técnica Milliplex após o processamento de cada material. Os resultados das 

citocinas inflamatórias em plasma foram expressados em pg/mL e os resultados da 
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dosagem de neuropeptídeos nos tecidos cerebrais foram expressados em pg/mL/mg de 

tecido cerebral. 

 

3.7 Análise estatística 

Os 6 grupos de animais (combinação entre os tipos de animais e momento da coleta 

dos tecidos) foram comparados utilizando o teste não paramétrico de Kruskal-Wallis, a 

análise pos-hoc mediante Mann-Whitney U Test com correção Bonferroni e os resultados 

apresentados graficamente em box-plot. Foram considerados estatisticamente 

significativos os resultados com p <= 0,05. Os softwares R v4.1.1 e IBM SPSS Statistics 

v.28.0 foram utilizados para analisar os dados. 
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4. Resultados 

 

 

Foram incluídos 77 animais, sendo realizados 54 procedimentos de CLP, dos quais 

29 foram realizados em camundongos CRAMP-KO e 25 em camundongos WT. Foram 

coletadas amostras de 23 camundongos controle, isto é, não submetidos a CLP, dos quais 

12 eram camundongos CRAMP-KO e 11 camundongos WT. 

Entre os camundongos CRAMP-KO, 12 foram submetidos a CLP e tiveram a coleta 

de tecidos realizada após 24 horas, sem nenhum óbito neste grupo, e 17 animais foram 

submetidos a CLP e tiveram seus tecidos coletados após 15 dias, dos quais 3 evoluíram a 

óbito antes de completar o tempo previsto (17,64%). 

Entre os animais WT, 25 foram submetidos a CLP dos quais 11 tiveram seus tecidos 

coletados em 24 horas, sem nenhum óbito antes da coleta, e 14 pertenciam ao grupo de 

coleta de tecidos em 15 dias com 5 óbitos antes de completar o tempo previsto para coleta 

(35,71%).  

Quando realizada a comparação da sobrevida dos subgrupos de animais 

submetidos a CLP e que tiveram a coleta de tecidos realizada após 15 dias do insulto inicial, 

ou seja, os grupos WT-15 dias e KO-15 dias, não foi observada nenhuma diferença de 

sobrevida entre eles (Log Rank Test: p = 0,313). (Figura 5). 
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Figura 5 - Comparação de sobrevida entre os animais dos grupos WT-15 dias e KO-15 dias 
A pesar da tendência a maior sobrevida no grupo CRAMP-KO em comparação aos animais WT após 15 dias 
da CLP, quando realizado a comparação mediante Log Rank Test esta diferença não foi observada (p 0,313). 

 

4.1 Citocinas inflamatórias em plasma 

4.1.1 Interleucina-1β 

O grupo WT-24 horas apresentou maiores níveis de IL-1β ao ser comparado aos 

grupos WT-Controle (p = 0,02) e WT-15 dias (p < 0,01). 

Foram observados maiores níveis de IL-1β no grupo KO-24 horas quando 

comparados ao grupo KO-Controle (p < 0,01), ao grupo WT-15 dias (p < 0,01) e ao grupo 

WT-Controle (p < 0,01).  
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O grupo WT-15 dias apresentou maiores níveis de IL-1β quando comparado ao 

grupo KO-Controle (p < 0,01). 

Outras comparações não apresentaram diferenças estatisticamente significativas 

(Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 - Dosagem de IL-1β em plasma 

Maiores níveis de IL-1β foram observados no Grupo KO-24 horas quando comparado com o Grupo KO-

Controle (p < 0.01). O Grupo WT-24 horas apresentou maiores níveis de IL-1β quando comparado aos grupos 

WT-15 dias (p < 0.01) e WT-Controle (p = 0.02). Os resultados são expressados em pg/mL. 

 

4.1.2 Interleucina-6 

Quando comparado a outros grupos, o grupo WT-24 horas apresentou maiores 

níveis de IL-6 em relação ao WT-15 dias (p < 0,01), WT-Controle (p < 0,01), KO-24 horas 

(p = 0,03), KO-15 dias (p < 0,01) e ao KO-Controle (p < 0,01). 
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O grupo KO-24 horas apresentou maiores valores de IL-6 quando comparados aos 

grupos KO-15 dias (p < 0,01), KO-Controle (p < 0,01), WT-15 dias (p < 0,01) e WT-Controle 

(p < 0,01). 

O grupo WT-15 dias apresentou maiores níveis de IL-6 quando comparado ao grupo 

KO-Controle (p < 0,01). 

O grupo KO-15 dias apresentou maiores níveis de IL-6 em relação aos grupos KO-

Controle (p < 0,01) e WT-Controle (p = 0,02). 

Outras comparações não apresentaram diferenças estatisticamente significativas 

(Figura 7). 

Figura 7 - Dosagem de IL-6 em plasma 
Maiores níveis de IL-6 foram encontrados no plasma de animais do grupo WT-24 horas em comparação com 
os grupos KO-24 horas (p = 0.03), WT-15 dias (p < 0.01) e WT-Controle (p < 0.01). O grupo KO-24 horas 
apresentou maiores níveis de IL-6 quando comparados aos grupos KO-Controle (p < 0.01) e KO-15 dias (p < 
0.01). O Grupo-KO 15 dias apresentou maiores valores em relação aos grupos KO-Controle (p < 0.01). Os 
resultados são expressados em pg/mL. 
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4.1.3 Interleucina-10 

Maiores níveis de IL-10 foram observados nos animais dos grupos WT-24 horas em 

relação ao grupo WT-Controle (p < 0,01) e ao grupo KO-Controle (p < 0,01). 

O grupo KO-24 horas apresentou maiores níveis de IL-10 quando comparados aos 

grupos KO-Controle (p < 0,01) e WT-Controle (p < 0,01). 

O grupo KO 15-dias apresentou maiores níveis de IL-10 quando comparados aos 

grupos WT-Controle (p = 0,02) e KO-Controle (p < 0,01). 

Outras comparações não mostraram diferenças (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8 - Dosagem de IL-10 em plasma 
Maiores níveis de IL-10 foram encontrados no plasma de animais do grupo WT-24 horas em relação ao grupo 
WT-Controle (p < 0.01). O Grupo KO-24 horas apresentou maiores níveis de IL-10 em comparação ao grupo 
KO-Controle (p < 0.01). O grupo KO-15 dias, quando comparado ao grupo KO-Controle, apresentou maiores 
níveis de IL-10 (p = 0.02). Os resultados são expressados em pg/mL. 
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4.1.4 Proteína Quimiotáxica de Monócitos -1 

A MCP-1 esteve presente em maiores níveis no plasma dos animais do grupo WT-

24 horas quando comparado com os grupos WT-15 dias (p < 0,01), WT-Controle (p < 0,01), 

KO-24 horas (p = 0,01), KO-15 dias (p < 0,01) e KO-Controle (p < 0,01). 

O grupo KO-24 horas também apresentou maiores níveis de MCP-1 em relação aos 

grupos KO-15 dias (p < 0,01), KO-Controle (p < 0,01), WT-15 dias (p < 0,01) e WT-Controle 

(p < 0,01).  

Outras comparações não apresentaram diferenças significativas (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 - Dosagem de MCP-1 em plasma 
Maiores níveis de MCP-1 foram encontrados no plasma de animais do grupo WT-24 horas em comparação 
aos grupos WT-15 dias (p < 0.01), WT-Controle (p < 0.01) e KO-24 horas (p = 0.01). O grupo KO-24 horas, 
em comparação aos grupos KO-15 dias (p < 0.01) e KO-Controle (p < 0.01), também apresentou maiores 
níveis de MCP-1. Os resultados são expressados em pg/mL. 
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4.1.5 Fator de Necrose Tumoral - α 

O grupo WT-24 horas apresentou maiores níveis de TNF-α do que o grupo WT-15 

dias (p < 0,01), do que o grupo WT-Controle (p < 0,01), do que o grupo KO-15 dias (p = 

0,02) e do que o grupo KO-Controle (p < 0,01). 

Maiores níveis de TNF-α também foram encontrados nos animais do grupo KO-24 

horas quando comparados aos grupos KO-15 dias (p = 0,04), KO-Controle (p < 0,01), WT-

15 dias (p < 0,01) e WT-Controle (p < 0,01). 

O grupo KO-15 dias apresentou maiores níveis de TNF-α ao ser comparado com o 

grupo WT-Controle (p = 0,02). 

Outras comparações não tiveram diferenças estatisticamente significativas (Figura 

10). 
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Figura 10 - Dosagem de TNF-α em plasma 
Maiores níveis de TNF-α no plasma de animais do grupo WT-24 horas foram vistos em comparação aos 
grupos WT-15 dias (p < 0.01) e WT-Controle (p < 0.01). O grupo KO-24 horas apresentou maiores níveis de 
TNF-α em plasma em relação aos grupos KO-15 dias (p = 0.04) e KO-Controle (p < 0.01). Os resultados são 
expressados em pg/mL. 

 

4.2 Neuropeptídeos em hipocampo 

4.2.1 Neurotensina em hipocampo 

O grupo WT-24 horas apresentou maiores níveis de neurotensina no hipocampo em 

relação aos grupos KO-24 horas (p = 0,01), KO-15 dias (p < 0,01) e KO-Controle (p <   0,01). 

A Neurotensina também esteve presente em maiores níveis no hipocampo dos 

animais  do grupo WT-Controle quando comparados ao grupo KO-Controle (p = 0,03) e ao 

grupo KO-15 dias (p = 0,05) (Figura 11). 
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Figura 11 - Dosagem de neurotensina em hipocampo 
Maiores níveis de neurotensina foram observados no hipocampo de animais do grupo WT-24 horas em 
comparação ao grupo KO-24 horas (p = 0.01). O hipocampo dos animais do grupo WT-Controle apresentou 
maiores níveis de neurotensina quando comparados ao grupo KO-Controle (p = 0.03). Os resultados são 
expressados em pg/mL/mg. 
 

 

4.2.2 Oxitocina em hipocampo 

Não houve nenhuma comparação aonde foi evidenciado alguma diferença 

estatisticamente significativa nos níveis de oxitocina no hipocampo dos diferentes grupos 

de animais (p = 0.08) (Figura 12). 
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Figura 12 - Dosagem de oxitocina em hipocampo 
Em nenhuma das comparações entre os grupos foi evidenciado alguma diferença estatisticamente 
significativa nos níveis de oxitocina no hipocampo dos animais (p 0.08). Os resultados são expressados em 
pg/mL/mg. 

 

4.2.3 β-endorfina em hipocampo 

Em nenhuma comparação entre os níveis de β-endorfina no hipocampo dos 

diferentes grupos de animais houve alguma diferença estatisticamente significativa (p = 

0.20) (Figura 13). 
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Figura 13 - Dosagem de β-endorfina em hipocampo 
Em nenhuma das comparações entre os grupos foi evidenciado alguma diferença estatisticamente 
significativa nos níveis de β-endorfina no hipocampo dos animais (p 0.20). Os resultados são expressados 
em pg/mL/mg. 

 

4.2.4 Substância P em hipocampo 

Os níveis de substância P no hipocampo foram maiores em animais do grupo WT-

24 horas quando comparados aos grupos KO-Controle (p < 0,01) e KO-24 horas (p = 0,05). 

Da mesma forma, animais do grupo WT-Controle apresentaram maiores níveis de 

substância P no hipocampo em comparação com animais do grupo KO-Controle (p < 0,01) 

(Figura 14). 
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Figura 14 - Dosagem de Substância P em hipocampo 
Maiores níveis de Substância P foram observados no hipocampo dos animais do grupo WT-24 horas em 
comparação ao grupo KO-24 horas (p = 0.05). O grupo WT-Controle apresentou maiores níveis de Substância 
P no hipocampo em relação ao grupo KO-Controle (p < 0.01). Os resultados são expressados em pg/mL/mg. 
 

4.3 Neuropeptídeos em córtex pré-frontal 

4.3.1 Neurotensina em córtex pré-frontal 

A comparação entre os 6 grupos de camundongos mostrou-se ser diferente 

estatisticamente (p = 0,02), porém quando realizado a comparação por pares, entre os 

grupos, não houve diferença significativa (possivelmente devido ao número pequeno de 

animais em cada grupo e o alto número de comparações simultâneas) (Figura 15). 
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Figura 15 - Dosagem de neurotensina em córtex pré-frontal 
Houve diferença estatisticamente significativa quando realizado a comparação entre os 6 grupos (p = 0,02), 
porém quando realizado a comparação por pares não foi encontrado nenhuma diferença significativa na 
dosagem de neurotensina no córtex pré-frontal dos diferentes grupos de animais. Os resultados são 
expressados em pg/mL/mg. 

 

4.3.2 β-endorfina em córtex pré-frontal 

Os níveis de β-endorfina no córtex pré-frontal dos diferentes grupos de animais não 

se mostraram diferentes estatisticamente (p = 0,29) (Figura16). 
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Figura 16 - Dosagem de β-endorfina em córtex pré-frontal 
Em nenhuma das comparações entre os grupos foi evidenciado alguma diferença estatisticamente 
significativa nos níveis de β-endorfina no córtex pré-frontal dos animais (p = 0.29). Os resultados são 
expressados em pg/mL/mg. 

 

4.3.3 Oxitocina em córtex pré-frontal 

Quando comparados os 6 grupos de camundongos, houve diferença estatisticamente 

significativa (p = 0.01), porém ao realizar as comparações simultâneas por pares não foi 

visto nenhuma diferença, possivelmente em decorrência do pequeno número de animais 

em cada grupo (Figura 17). 
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Figura 17 - Dosagem de oxitocina em córtex pré-frontal. Houve diferença estatisticamente 
significativa quando realizado a comparação entre os 6 grupos de animais (p = 0.01), porém 
quando realizado a comparação por pares, nenhuma diferença significativa foi evidenciada. 
Os resultados são expressados em pg/mL/mg. 
 

4.3.4 Substância P em córtex pré-frontal 

Não houve diferença estatisticamente significativa entre os níveis de substância P 

no córtex pré-frontal dos diferentes grupos (p = 0.51) (Figura 18). 
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Figura 18 - Dosagem de substância P em córtex pré-frontal 
Não foi encontrado nenhuma diferença estatisticamente significativa nos níveis de substância P no córtex pré-
frontal dos diferentes grupos de animais (p = 0,51). Os resultados são expressados em pg/mL/mg. 
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5. Discussão 

 

 

Apesar de uma tendência a maior mortalidade aos 15 dias após a CLP nos 

camundongos selvagens C57/BI6, este estudo não encontrou uma diferença 

estatisticamente significativa entre os grupos. Provavelmente, este fato deveu-se ao 

número de animais em cada grupo, de modo que, se o número de animais incluídos fosse 

maior, uma diferença significativa de mortalidade entre camundongos WT e CRAMP-KO 

seria encontrada. 

Estudos prévios demonstraram uma maior mortalidade em animais selvagens 

submetidos a CLP em comparação a animais deficientes em CRAMP. Esta diferença pode 

dever-se a um provável efeito deletéreo das catelicidinas na sepse nestes animais 55. Essa 

diferença de mortalidade observada em estudos anteriores pode estar relacionada com 

uma resposta inflamatória sistêmica mais exacerbada nos animais selvagens como reflexo 

da maior liberação plasmática de citocinas inflamatórias, especialmente IL-6 e MCP-1, 

como observado na diferença de concentração dessas citocinas entre os animais do grupo 

WT-24 horas e os animais do grupo KO-24 horas no presente estudo, o que vai de encontro 

com trabalhos que mostram uma maior liberação de citocinas inflamatórias nas fases mais 

precoces da sepse 56 e nos animais selvagens, isto é, que expressam a catelicidina CRAMP 

55. 

A neurotensina aparenta ter um efeito prejudicial na sepse, como visto em estudos 

mostrando maior mortalidade em camundongos selvagens em relação a camundongos 

deficientes em neurotensina submetidos a modelo experimental de sepse mediante CLP 43. 

Nosso estudo demonstrou maiores níveis de neurotensina no hipocampo dos animais 
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selvagens quando comparados aos animais deficientes em CRAMP, levando a hipótese de 

que as catelicidinas podem ser importantes mediadores na produção de neurotensina 

cerebral, e, portanto, o efeito sabidamente deletéreo da neurotensina na sepse, como visto 

em estudos em que foram demonstrados diversos efeitos no sistema cardiovascular, como 

hipotensão, vasodilatação e incremento da permeabilidade capilar 57, pode ser 

potencializado pelo efeito das catelicidinas. Nesse sentido, é possível que os maiores níveis 

de IL-6 e MCP-1 nos animais do grupo WT-24 horas em comparação aos animais do grupo 

KO-24 horas estejam relacionados com a diferença observada na concentração de 

neurotensina no hipocampo desses animais. 

É importante mencionar que, apesar de a neurotensina apresentar um importante 

papel na regulação de neurônios corticais pré-frontais, especialmente em vias 

GABAérgicas 58, não houve diferença significativa na concentração de neurotensina no 

córtex pré-frontal entre os grupos estudados. É possível que o córtex pré-frontal não sofra 

uma interferência direta na produção de neurotensina em resposta às catelicidinas ou não 

seja uma estrutura cerebral alvo na sepse em camundongos. 

Não foram observadas diferenças significativas nas concentrações de β-endorfina 

em ambos os tecidos cerebrais analisados neste estudo. Um aumento na expressão de β- 

endorfinas em tecidos periféricos, como fígado e baço, foi observado em modelo de 

endotoxemia mediante administração de LPS em camundongos 49, tal achado pode 

justificar o fato de não haver sido encontrada diferença nos níveis de β-endorfina nos 

tecidos cerebrais dos diferentes grupos de animais estudados nesta investigação, 

mostrando um possível aumento na liberação sistêmica deste neuropeptídeo sem estar 

associado ao incremento em sua concentração no SNC. Provavelmente, o papel da β- 

endorfina na fisiopatologia da sepse seja predominantemente periférico, como observado 
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em um estudo que demonstrou a importância deste neuropeptídeo na ativação do eixo 

hipófise-adrenal em modelo experimental de sepse tratado com naloxona 59. 

Apesar de estudos mostrarem um aumento nos níveis plasmáticos de oxitocina em 

resposta à sepse 60, e uma menor concentração deste neuropeptídeo em camundongos 

sobreviventes à sepse 61, o presente estudo não encontrou uma diferença significativa na 

concentração de oxitocina no hipocampo e no córtex pré-frontal dos animais WT e CRAMP-

KO. Foi demonstrado que existe uma migração na taxa de maior transcrição de oxitocina 

entre os diferentes tecidos cerebrais em animais submetidos a modelo experimental de 

sepse, seja por CLP ou administração de LPS, o que pode, em parte, justificar o fato de 

não ter sido encontrada diferença na concentração de oxitocina nos tecidos cerebrais dos 

animais estudados 42. Por ser um hormônio com diversos efeitos sistêmicos, é provável que 

o aumento dos níveis plasmáticos de oxitocina em animais submetidos a modelo 

experimental de sepse não se reflita necessariamente em um incremento na concentração 

desta substância nos tecidos cerebrais de camundongos. 

Encontramos maiores níveis de substância P no hipocampo dos animais selvagens 

em comparação com animais deficientes em CRAMP. Tal achado pode estar relacionado 

com o fato de os animais selvagens apresentarem maior circulação de citocinas 

inflamatórias, maior resposta inflamatória e, consequentemente, maior mortalidade. Um 

estudo mostrou que a deficiência de NK-1R (receptor da substância P), está associada a 

menor mortalidade em modelo experimental de sepse 39. Este achado pode justificar-se 

pelo efeito regulatório que as citocinas exercem sobre a maior expressão de NK-1R, 

potencializando o efeito da substância P na resposta inflamatória 36. 

De modo semelhante, em um modelo experimental de sepse mediante a 

administração de LPS em camundongos deficientes em gene da pre-protaquicinina A (PPT-

A), que tem como principais produtos a substância P e a neurocinina-A, e camundongos 
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selvagens, a indução da resposta inflamatória sistêmica determinou maiores níveis de 

substância P em plasma, fígado, rins e pulmões, e maiores níveis de IL-1β, TNF-α e IL-6 

em animais do grupo WT, quando comparados a camundongos deficientes em gene da 

PPT-A. Esta observação reforça a hipótese do efeito deletéreo da substância P na sepse 

62. Assim, as catelicidinas podem ser importantes reguladores da produção de substância 

P no hipocampo destes animais submetidos ao modelo de sepse. 

A maior concentração de substância P no hipocampo dos animais WT-24 horas em 

relação aos animais KO-24 horas pode ser influenciada pela maior concentração de IL-6 e 

MCP-1 observada nos animais do grupo wild-type que tiveram a coleta de tecidos realizada 

24 horas após a sepse em comparação aos animais CRAMP-KO submetidos a CLP e que 

tiveram a coleta de tecidos realizada no mesmo tempo. 

A substância P exerce um significativo papel na imunomodulação dentro do sistema 

nervoso central, além de regular a resposta e recrutamento de células gliais em situações 

inflamatórias agudas, alterar a permeabilidade da barreira hematoencefálica e de estar 

envolvido na fisiopatologia de doenças neurodegenerativas como na doença de Parkinson, 

esclerose múltipla e encefalite autoimune 36. Foi evidenciada uma maior concentração de 

algumas citocinas inflamatórias, como IL-1β e IL-6, tanto em 60 como em 90 dias após a 

sepse, além de um persistente aumento nos níveis de proteína β- amilóide no córtex pré-

frontal de ratos submetidos a CLP 63. Entretanto, nosso estudo não observou diferença 

significativa entre os níveis de substância P no córtex pré-frontal dos diferentes grupos de 

animais. Possivelmente, este tecido cerebral não tenha a mesma propriedade de outros 

tecidos, como o hipocampo, no acúmulo de substância P em resposta à sepse. 

Embora outros neuropeptídeos possam apresentar diferenças entre os grupos em 

suas dosagens nos tecidos cerebrais, este estudo somente avaliou os níveis de 

neurotensina, β-endorfina, oxitocina e substância P devido ao fato de estarem entre os mais 
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estudados em sepse, em distúrbios neuropsiquiátricos e representarem potenciais alvos 

terapêuticos 47  36  58. 

Este estudo reforça a importância das catelicidinas e dos neuropeptídeos como 

elementos fundamentais na resposta inflamatória sistêmica, embora o mecanismo 

mediante o qual estas moléculas participam e interagem entre si parece ser extremamente 

complexo, e provavelmente se comportem com importantes diferenças entre as espécies 

de animais. 

É importante ressaltar que, apesar de o CRAMP apresentar um efeito deletéreo na 

sepse em camundongos, a relação entre catelicidinas e a gravidade da resposta 

inflamatória parece não se repetir em outros mamíferos, como em seres humanos, nos 

quais esta relação parece ser mais complexa, com efeitos pró e anti-inflamatórios, já que 

foi visto que, a pesar de humanos com sepse apresentarem uma maior expressão gênica 

da catelicidina LL-37, este fato não se refletiu em uma maior concentração plasmática de 

LL-37 51. 

Entre os pontos mais importantes deste trabalho, vale ressaltar que para o nosso 

conhecimento, este é o primeiro estudo que avalia a influência das catelicidinas na 

concentração de neuropeptídeos no parênquima cerebral de animais submetidos a modelo 

experimental de sepse em uma etapa mais tardia da resposta inflamatória sistêmica. 

Este estudo não avaliou a concentração de citocinas inflamatórias no hipocampo e 

no córtex pré-frontal, e nem a concentração de neuropeptídeos em plasma. Devido as 

características físicas dos animais estudados, o volume de plasma obtido para análise das 

citocinas inflamatórias, ao redor de 0,7 mL, não permitiu realizar dosagens adicionais. Da 

mesma forma, devido as pequenas dimensões do hipocampo e do córtex pré-frontal dos 

animais utilizados neste estudo, não foi possível determinar a concentração de outras 

substâncias nestes tecidos cerebrais. Tanto a dosagem de citocinas inflamatórias nos 
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tecidos cerebrais, como a dosagem de neuropeptídeos no plasma, permitiriam obter mais 

dados e assim estabelecer uma relação entre a concentração de neuropeptídeos e de 

citocinas inflamatórias nos tecidos estudados.  

Outro importante fator limitante para o estudo foi o fato de a inclusão de animais nos 

diferentes grupos ter sido afetada pela pandemia COVID-19. Durante os picos de maior 

número de casos da doença, em respeito as políticas de combate a disseminação do 

SARS-CoV2, houve restrições no acesso aos laboratórios da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo além de uma redução na criação dos animais no Centro de 

Bioterismo da FM-USP. 

Cabe ressaltar a dificuldade existente na realização de estudos experimentais. 

Durante a realização deste trabalho, houve diversos obstáculos como a obtenção de 

animais para treinamento e realização dos experimentos, o aprendizado da técnica 

cirúrgica, a padronização do modelo experimental de sepse, familiarização com os métodos 

estatísticos e principalmente a conciliação do tempo dedicado às atividades laborais com o 

tempo dedicado à pesquisa em uma situação de emergência sanitária global. 
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6. Conclusões 

 

 

Os nossos achados sugerem que as catelicidinas exacerbam a resposta 

inflamatória, ocasionando elevação nos níveis plasmáticos de algumas citocinas 

inflamatórias, especialmente nas etapas mais precoces da sepse, e nos níveis de 

neurotensina e substância P no hipocampo, porém este aumento na concentração destes 

neuropeptídeos não foi observado no córtex pré-frontal. 
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Anexo A - Aprovação na comissão de ética para o uso de animais 
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Anexo B - Aprovação na comissão de ética para o uso de animais 
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