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 RESUMO 

O acidente vascular cerebral (AVC) é uma doença de sinais clínicos súbitos causada por 

interrupção repentina do fluxo sanguíneo cerebral com duração superior a 24 horas. No Brasil, 

desde 2019, o AVC é a principal causa de morte hospitalar e a sua prevalência no mundo 

entre 2017 e 2020 foi de 3,3% e aproximadamente 87% foram AVC isquêmico (AVCi). O 

quadro de AVCi desenvolve um conjunto de fenômenos que levam a lesões na barreira 

hematoencefálica, estresse oxidativo, apoptose, neuroinflamação e desequilíbrio iônico, 

causando danos neuronais. Se tratando da modulação imune, ao longo dos anos tem se 

investigado o papel da modulação imunológica infantil, a fim de diminuir a resposta 

inflamatória exacerbada para um segundo insulto em diversas doenças. Nesse contexto, 

crianças expostas a germes na infância, conseguem programar o sistema imunológico para 

não reagir exageradamente frente a um insulto inflamatório ou infeccioso na idade adulta. Isso 

vai de encontro ao que dita a teoria da higiene ou teoria dos velhos amigos, mas ainda não se 

sabe se esta teoria possui validade sobre o desfecho do AVCi. Desse modo, o objetivo desse 

trabalho foi investigar o efeito da modulação imunológica induzida por lipopolissacarídeo 

(LPS) durante o período da infância no desfecho do AVCi ocorrido na idade adulta de ratos 

Wistar machos. Para isto, ratos Wistar machos receberam 50 μg/Kg de LPS via 

intraperitoneal, durante 4 dias consecutivos, do dia pós-natal (DPN) 14 até o DPN 17, 

formando 4 grupos: I) SAL+SHAM; II) SAL+ oclusão da artéria cerebral média (MCAO); 

III) LPS+SHAM e IV) LPS+MCAO. Durante o período de desenvolvimento os animais 

foram avaliados quanto ao neurodesenvolvimento (peso e geotaxia negativa) e no DPN 60 

foram submetidos ao modelo animal de AVCi, induzido por MCAO. Em uma e vinte e quatro 

horas após a isquemia foi verificado o escore neurológico e em seguida os animais foram 

eutanasiados para retirada das estruturas cerebrais, córtex frontal e hipocampo, para a 

realização de análises bioquímicas. A exposição infantil ao LPS diminuiu o tempo necessário 

para o animal girar 180° na geotaxia negativa, além do ganho de peso dos animais tratados 

com LPS. No escore neurológico foi observado que os animais submetidos ao MCAO 

demonstraram maior déficit neurológico em comparação ao grupo controle em uma e 24 horas 

após o MCAO. No córtex frontal, animais LPS+MCAO exibiram aumento de TNF-α, IL-1β, 

IL-6 e redução de IL-10; no hipocampo, TNF-α e IL-6 aumentaram, enquanto IL-10 diminuiu. 

Nos parâmetros de estresse oxidativo, a atividade da enzima mieloperoxidase foi aumentada 

no grupo submetido ao MCAO nas duas estruturas e no grupo exposto ao LPS e MCAO no 

córtex frontal em comparação ao grupo controle. Já a concentração de nitrato/nitrito foi 

aumentada em córtex frontal no grupo submetido ao MCAO. Quanto a defesa antioxidante, a 

atividade da enzima superóxido dismutase foi diminuída no hipocampo dos grupos expostos 

ao LPS e/ou submetidos ao MCAO. Já a atividade da enzima catalase diminuiu em córtex 

frontal no grupo submetido somente ao MCAO ou LPS. No hipocampo dos grupos 

submetidos ao MCAO a atividade enzimática foi diminuída, mas o grupo somente exposto ao 

LPS permaneceu com a atividade inalterada. Em relação ao dano de lipídeos, os animais 

submetidos somente ao MCAO mostraram o parâmetro de malondialdeído (MDA) 

equivalente elevado. Por fim, no conteúdo de sulfidrilas, apenas os grupos submetidos ao 

MCAO apresentaram diminuição. O LPS atenuou a concentração de nitrato/nitrito e manteve 

a atividade da enzima CAT no córtex frontal, assim como diminuiu o MDA no hipocampo 

dos animais submetidos ao MCAO. Os dados sugerem que o modelo MCAO gera déficit 

cognitivo, inflamação e estresse oxidativo que fazem parte da fisiopatologia da doença e que a 

exposição ao LPS na infância modula parcialmente alterações bioquímicas, mas não impede o 

impacto do MCAO, indicando a necessidade de estudos sobre imunidade treinada e 

inflamação exacerbada após insultos. 

 

Palavras-chave: LPS; AVC; cerebrovascular; desenvolvimento; imunidade. 



ABSTRACT 

Stroke is a sudden clinical condition caused by an abrupt interruption of cerebral blood flow 

lasting more than 24 hours. In Brazil, since 2019, stroke has been the leading cause of hospital 

death. Its global prevalence between 2017 and 2020 was 3.3%, with approximately 87% being 

ischemic strokes (IS). The IS condition triggers a series of phenomena, including blood-brain 

barrier disruption, oxidative stress, apoptosis, neuroinflammation, and ionic imbalance, 

ultimately causing neuronal damage. Regarding immune modulation, the role of early-life 

immune programming has been investigated over the years as a means to reduce the 

exacerbated inflammatory response to a second insult in various diseases. In this context, 

children exposed to germs during childhood may "train" their immune system to avoid 

overreacting to inflammatory or infectious challenges in adulthood. This goes against what is 

proposed by the hygiene hypothesis or "old friends" hypothesis. However, it remains unclear 

whether this theory applies to the outcomes of IS. Thus, the objective of this study was to 

investigate the effect of immune modulation induced by lipopolysaccharide (LPS) during 

childhood on the outcomes of IS in adult male Wistar rats. For this, male Wistar rats received 

50 μg/kg of LPS intraperitoneally for 4 consecutive days, from postnatal day (PND) 14 to 

PND 17, forming four groups: I) SAL+SHAM; II) SAL+middle cerebral artery occlusion 

(MCAO); III) LPS+SHAM; and IV) LPS+MCAO. During the development period, animals 

were assessed for neurodevelopment (weight and negative geotaxis). At PND 60, they 

underwent an animal model of IS induced by MCAO. Neurological scores were assessed 1 

and 24 hours after ischemia, after which the animals were euthanized, and brain structures 

(frontal cortex and hippocampus) were collected for biochemical analyses. Childhood 

exposure to LPS reduced the time required for animals to turn 180° in the negative geotaxis 

test and influenced the weight gain of LPS-treated animals. Neurological scores showed that 

MCAO-subjected animals had greater neurological deficits compared to the control group at 

both 1 and 24 hours post-MCAO. In the frontal cortex, LPS+MCAO animals exhibited 

increased levels of TNF-α, IL-1β, IL-6, and decreased IL-10; in the hippocampus, TNF-α and 

IL-6 levels were elevated, while IL-10 was reduced. Regarding oxidative stress parameters, 

myeloperoxidase activity increased in the MCAO group in both structures and in the 

LPS+MCAO group in the frontal cortex compared to controls. Nitrate/nitrite levels were 

elevated in the frontal cortex of MCAO-subjected animals. Antioxidant defense analysis 

revealed decreased superoxide dismutase activity in the hippocampus of groups exposed to 

LPS and/or MCAO. Catalase activity was reduced in the frontal cortex of the MCAO and LPS 

groups, while in the hippocampus, enzymatic activity decreased in the MCAO groups but 

remained unaltered in the LPS-only group. Regarding lipid damage, (malondialdehyde) MDA 

levels were significantly elevated in MCAO-subjected animals. Finally, sulfhydryl content 

decreased only in MCAO-subjected groups. LPS attenuated nitrate/nitrite concentration and 

maintained CAT enzyme activity in the frontal cortex, as well as reduced MDA levels in the 

hippocampus of MCAO-subjected animals. These findings suggest that the MCAO model 

induces cognitive deficits, inflammation, and oxidative stress, which are hallmarks of the 

disease's pathophysiology. Childhood LPS exposure partially modulates biochemical 

alterations but does not prevent the impact of MCAO, indicating the need for further studies 

on trained immunity and exaggerated inflammation following insults. 

 

Keywords: Endotoxin; cerebrovascular; development; immunity. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL 

 

De acordo com o Boletim da Organização Mundial de Saúde, o acidente vascular 

cerebral (AVC) é definido como uma doença de sinais clínicos súbitos causada por uma 

interrupção repentina do fluxo sanguíneo com duração superior a 24 horas, sendo que o 

comprometimento da função cerebral pode ser focal, global, ou até levar o paciente a morte  

(Aho et al., 1980). Dentre os subtipos de AVC incluem-se o AVC isquêmico (AVCi), 

hemorrágico (AVCh) e também o ataque isquêmico transitório (AIT). Os dois primeiros 

subgrupos são definidos por conta de sua patologia, enquanto o AIT é um evento clínico com 

sinais relacionados à isquemia, que ocorre repentinamente e tem resolução completa em 24 

horas, sem deixar nenhuma sequela (Lund, Dahl e Russel, 2007; Storey e Pols, 2009).  

O AVC atinge a população desde os primórdios da sociedade, sendo que ainda nos 

anos anteriores a Cristo, com Hipócrates (460 a.C), já se estudava esta condição, mas na 

época era chamada de apoplexia (Clarke, 1963; Schutta, 2009). A hipótese de Hipócrates, era 

que a doença estaria ligada à teoria dos quatro humores (sangue, fleuma, bílis amarela e bílis 

negra) e se perpetuou por muitos anos (Clarke, 1963; Schutta, 2009). Somente no século XVII 

começou a ser investigada com novos olhos. Neste momento, a enfermidade foi reconhecida a 

primeira vez como AVC e foi comparada a um “golpe da mão de Deus”, o que significava 

que apresentava início repentino dos sintomas (Pound, Bury e Ebrahim, 1997; Schutta e 

Howe, 2006). No início do século XIX, John Abercrombie descobriu a ligação entre a doença 

arterial oclusiva e áreas de amolecimento cerebral, que eram causadas por infartos (Finger, 

Boller e Tyler, 2009) e somente no século XX, Rudolf Virchow fez uma nova classificação 

para as causas da apoplexia, sendo elas sanguínea (hemorrágica) e isquêmica, se tornando 

descobertas imprescindíveis para o que o AVC significa na atualidade (Finger, Boller e Tyler, 

2009). 

O AVCh acontece quando há o rompimento de um vaso sanguíneo e o sangue escoa 

para a cavidade intracraniana. O AVCh é classificado em dois subtipos, hemorragia 

intracerebral (HIC) (quando há o extravasamento do sangue de uma artéria do cérebro para o 

tecido cerebral) e hemorragia subaracnóidea (HAS) (quando há o sangramento arterial no 

espaço entre as meninges pia-máter e aracnoidea) (Sacco et al., 2013). Já o ACVi ocorre 

quando há uma oclusão de um vaso sanguíneo, o que resulta em uma penumbra isquêmica, 
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área onde há hipóxia e privação de glicose por conta do baixo aporte sanguíneo (DeLong et 

al., 2022).  

As estratégias de tratamento do AVCi se baseiam na reperfusão para recuperar a área 

de penumbra, uma vez que a ausência de tratamento pode levar as células desta área à morte, 

o que faz que seja desenvovido o núcleo isquêmico (DeLong et al., 2022). Sendo assim, 

quanto mais rapido reestabelecer o fluxo sanguineo, menor será a área isquemizada e menor 

será o comprometimento neurológico do paciente (Powers et al., 2018). 

 

1.1.1.  Epidemiologia 

 

O AVC ocupa a segunda posição no ranking das principais causas de morte no mundo 

e é uma das principais causadoras de incapacidade (George et al., 2017; Katan e Luft, 2018), 

impondo grande encargo social e financeiro, visto que os pacientes por vezes necessitam de 

cuidados pré-hospitalares, hospitalares e pós-hospitalares (Luengo-Fernandez et al., 2020; 

Rochmah et al., 2021). Em relação aos gastos com o AVC, os Estados Unidos da América 

(EUA) empregou, de 2018 a 2019, aproximadamente 56,5 bilhões de dólares com 

atendimento, tratamento, cuidados pós-hospitalares, cuidados das incapacidades e também 

considerando as perdas produtivas por incapacidade ou morte prematura (Tsao et al., 2023). 

A prevalência de AVC no mundo entre 2017 e 2020 foi de 3,3%, sendo que 9,4 

milhões de americanos apresentaram um quadro de AVC neste mesmo período (Tsao et al., 

2023). Destes, cerca de 87% foram AVCi e apenas 13% AVCh (10% HIC e 3% HAS) (Tsao 

et al., 2023) e embora a prevalência seja menor, o AVCh apresentou letalidade maior (Katan e 

Luft, 2018). No Brasil, até o mês de novembro de 2023, 98.867 brasileiros morreram por 

conta do AVC (Miranda et al., 2023). Sendo que, desde 2019, o AVC supera o número de 

mortes por infarto agudo do miocárdio no país, tendo uma relação inversa ao que acontece no 

restante do mundo ocidental (Miranda et al., 2023). Desta forma, no Brasil, o AVC é a 

primeira causa de morte (Miranda et al., 2023). 

Segundo a última atualização de doenças cardíacas e AVC fornecida pela American 

Heart Association, em 2020, a cada três minutos alguém vai a óbito em decorrência do AVC 

(Tsao et al., 2023). De acordo com dados acompanhados pela Centers for Disease Control 

and Prevention, americanos negros apresentam maior taxa de mortalidade por AVC do que as 

outras raças e etnias (Tsao et al., 2023). Além disso, o AVC se mostra mais prevalente em 

mulheres ao comparar com os homens e com maior mortalidade em mulheres idosas 

comparando a homens da mesma idade (Kleindorfer et al., 2010; Tsao et al., 2023).  



16 

 

1.1.2.  Etiologia do AVC isquêmico 

 

O AVCi pode ser causado por mais de 100 patologias, sendo que possui três principais 

fatores causadores. A primeira é a doença de grandes vasos, onde estão o círculo de Willis e 

seus ramos proximais (artérias intracranianas), carótida comum, carótida interna e artérias 

vertebrais (artérias extracranianas). Nestas estruturas pode ocorrer a aterosclerose, dissecção 

arterial e embolia entre artérias, levando a oclusão por trombo ou êmbolo que causam a 

redução do fluxo sanguíneo para regiões específicas do cérebro (Chugh, 2019; Feske, 2021). 

A segunda é a doença de pequenos vasos, levando ao AVCi lacunar por conta de oclusão de 

vasos penetrantes e consequente isquemia de pequenas regiões no encéfalo (Yaghi et al., 

2021). Por fim tem-se o AVC por cardioembolismo, que ocorre quando o paciente apresenta 

alguma cardiopatia, como arritmia, doença cardíaca vascular, cardiomiopatia, entre outros, 

que produzem êmbolos de origem cardíaca que se deslocam até o cérebro e ocluem alguma 

das artérias (Chugh, 2019; Feske, 2021). 

Existem alguns fatores de risco associados ao AVCi e costumam ser descritos como 

modificáveis e não modificáveis. Dentre os fatores modificáveis encontram-se  hipertensão 

(Guo et al., 2021), diabetes (Huang et al., 2016; Zhang et al., 2021; Zheng e Yao, 2019), 

hiperlipidemia (Sun et al., 2019), tabagismo (Peters, Huxley e Woodward, 2013) e 

sedentarismo (Feigin et al., 2021; Ghozy et al., 2022). Já os fatores de risco não modificáveis 

incluem as cardiopatias (Brachmann et al., 2016; Sposato et al., 2015) e o risco genético 

(Ekkert et al., 2021).  

 

1.1.3.  Fisiopatologia do AVC isquêmico 

 

Os fatores de risco podem levar ao AVC e afetar o cérebro por este ser um órgão 

extremamente sensível à redução do aporte sanguíneo e isso ocorre porque ele apresenta 

algumas particularidades (Kristián, 2004; Lee et al., 2000). O cérebro possui a maior 

atividade metabólica por unidade de peso e não mantém reserva de carboidrato e por isso 

sofre consequências ao operar anaerobicamente (Kristián, 2004; Lee et al., 2000). Também 

presenta quantidade reduzida de enzimas antioxidantes como superóxido dismutase (SOD), 

catalase (CAT), glutationa peroxidase e heme-oxigenase-1 e conta com níveis menores de 

citocromo C, o que favorece o escape de superóxido na cadeia transportadora de elétrons 

(Adibhatla e Hatcher, 2010; Damle et al., 2009). Além disso, contém altos níveis de ácidos 
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graxos poli-insaturados nas membranas celulares, o que torna o cérebro mais propenso a 

danos oxidativos (Adibhatla e Hatcher, 2010). 

O processo de isquemia e reperfusão cerebral induz a liberação neuronal excessiva de 

glutamato e dopamina, o que gera uma sobrecarga de cálcio e consequentemente leva a 

citotoxicidade (Choi e Rothman, 1990; Lee et al., 2000; Pallast et al., 2009). Com a redução 

do suprimento sanguíneo, o metabolismo passa a ser anaeróbico, o que diminui o pH celular e 

interfere no processo de fosforilação oxidativa. Isto compromete o metabolismo energético e 

diminui a produção de ATP, que é esgotado rapidamente e então as ATPases (como a Na+/K+ 

ATPase e Na+/Ca2+ ATPases) não conseguem exercer sua função, sobrecarregando o meio 

intracelular de sódio e cálcio (Sekerdag, Solaroglu e Gursoy-Ozdemir, 2018).  

O excesso de cálcio leva ao inchaço das organelas, como as mitocôndrias e o retículo 

endoplasmático, que são lesionados e rompidas (Shi et al., 2021), quando o citocromo C, um 

ativador apoptótico, é liberado das mitocôndrias para promover a apoptose (Sekerdag, 

Solaroglu e Gursoy-Ozdemir, 2018). Este processo gera altos níveis de espécies reativas de 

oxigênio (ERO) e nitrogênio (ERN), disfunção mitocondrial e sinalizam a lesão para células 

inflamatórias que liberam citocinas pró-inflamatórias e exacerbam a morte celular local 

(Anrather e Iadecola, 2016; Huang, Upadhyay e Tamargo, 2006; Yilmaz e Granger, 2010). 

Este conjunto de fenômenos levam danos na barreira hematoencefálica (BHE), estresse 

oxidativo (EO), apoptose, inflamação e desequilíbrio iônico, causando danos neuronais 

(Kalogeris et al., 2016). 

 

1.1.3.1. Estresse oxidativo  

 

Foi demonstrado que o EO, fenômeno causado quando há um desequilíbrio entre 

moléculas oxidantes e antioxidantes, exacerba a disfunção e a morte neuronal, piorando os 

déficits funcionais (Allen e Bayraktutan, 2009; Beal, 2000; Hu et al., 2019; Manzanero, 

Santro e Arumugam, 2013). Quando ocorre um AVCi, há um pico de produção de ERO e 

ERN, sendo estas responsáveis por danificar ácidos nucléicos, proteínas, lipídios e 

carboidratos, além de levar a apoptose ou necrose celular acelerada (Olmez e Ozyurt, 2012). 

O processo de isquemia afeta as mitocôndrias e o metabolismo, sendo que a primeira 

ERO a ser produzida é o ânion superóxido (O2
-) (Granger e Kvietys, 2015), que per se não é 

tóxico in vivo, pois sofre uma reação química de dismutação rápida e espontânea em peróxido 

de hidrogênio (H2O2), mas que quando esta reação é apoiada pela SOD, ocorre cerca de dez 

mil vezes mais rápido. Em contrapartida, o H2O2 pode ser altamente citotóxico se produzido 
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em grandes quantidades, além de poder gerar, através da reação de Fenton, o radical hidroxila 

(HO•) que é extremamente reativo e lesivo (Kalogeris et al., 2016). 

As células fagocíticas, recrutadas para o tecido lesionado quando ocorre um AVC, 

utilizam a NADPH oxidase para gerar O2
- que com a ação da SOD leva a formação de H2O2 e 

este pode, assim como na disfunção mitocondrial, levar a formação de HO• e também servir 

como substrato para formar ácido hipocloroso com a catálise realizada pela mieloperoxidase 

(MPO) (Kalogeris et al., 2016). Além disso, o O2
- também pode interagir com o óxido nítrico 

(ON), uma ERN gerada pela citocromo C oxidase mitocondrial quando a célula está em 

estado hipóxico (Castello et al., 2006), formando o peroxinitrito, sendo o precursor de ácido 

peroxinitroso ou HO• (Kalogeris et al., 2016). 

Neste contexto, diversos estudos pré-clínicos têm demonstrado que a terapia com 

estratégias antioxidantes pode atenuar a isquemia cerebral, diminuindo o tamanho de infarto e 

melhorando a recuperação neurológica de animais expostos à modelos experimentais (Ikeda et 

al., 2013; Tang et al., 2007; Watanabe et al., 1994; Yoshioka et al., 2011). Além disso, já 

existem algumas pesquisas clínicas investigando os efeitos da terapia antioxidante em 

pacientes com AVCi, como o estudo de Müllges e colaboradores (2003), que mostrou que a 

administração de edaravone, um eliminador de radicais livres como peroxil, hidroxila e 

superóxido, exerce efeitos benéficos com melhorias clínicas (Grotta, 1997; Nakase et al., 

2011).  

 

1.1.3.2 Neuroinflamação e inflamação periférica 

 

Associado ao EO, acontece a inflamação induzida pela isquemia, sendo um fator 

adicional que leva a mais danos neuronais após o AVCi (Ren et al., 2020). A inflamação 

gerada pelo AVCi é denominada estéril. No entanto a reposta inflamatória contra a isquemia é 

semelhante àquelas provocadas por patógenos. Em ambos os casos, ocorre o recrutamento de 

neutrófilos, macrófagos e linfócitos para o local do tecido lesionado, além de haver a ativação 

da micróglia e perpetuação da produção de mediadores pró-inflamatórios, como citocinas e 

quimiocinas (Gelderblom et al., 2009; Ioannou, Lucca e Tsokos, 2011). Isso ocorre devido a 

liberação de padrões moleculares associados ao dano (DAMPs) pelas células mortas ou que 

estão morrendo devido a isquemia (DeLong et al., 2022). Estes DAMPs são detectados por 

receptores de reconhecimento de padrões, como os receptores toll-like (TLRs), que ativam 

fatores de transcrição e reguladores do interferon (IFN) através de proteínas adaptadoras, 

como a diferenciadora mieloide 88 (MyD88) e o adaptador contendo domínio Toll/IL-1R 
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induzindo IFN-β (TRIF), e estes promovem a regulação de proteínas envolvidas na resposta 

imune inata (Liesz et al., 2015; McDonald et al., 2010). 

A ativação do fator de transcrição nuclear kappa B (nuclear factor kappa B - NF-κB) 

modula a formação de moléculas inflamatórias e citocinas, como fator de necrose tumoral 

(TNF) α, interleucina (IL) 6, IL-1β e ciclooxigenase (COX) 2, que também ativam a micróglia 

e está produz citocinas e quimiocinas adicionais (Harari e Liao, 2010). Este conjunto de 

fatores contribui para a quebra da BHE, que favorece o aumento da permeabilidade vascular, 

possibilitando que ainda mais neutrófilos ativados sejam recrutados para o cérebro e ativem a 

metaloproteinase de matriz (MMP) 9 que agride diretamente a BHE (Gidday et al., 2005; 

Rosell et al., 2006, 2008).  

Um fato curioso descoberto, é que se existir a supressão da atividade do NF-κB após 

um AVCi, isso reduz os danos causados pela inflamação, já que diminuiria as citocinas e o 

recrutamento de mais células inflamatórias (Nijboer et al., 2008). Além disso, é importante 

destacar que após o AVCi os níveis de citocinas e quimiocinas se alteram não apenas no 

cérebro, mas também na periferia (Offner et al., 2006), sugerindo que existe uma íntima 

relação entre as respostas inflamatórias do cérebro e no sangue periférico (Vartanian et al., 

2011). Corroborando com esta ideia, existe uma incidência de aproximadamente 30% dos 

pacientes após AVC que apresentarem infecções do trato urinário e pneumonia 

principalmente, enfatizando a relação entre o AVCi e a periferia (Gong et al., 2016; 

Westendorp et al., 2011; Zheng et al., 2017). 

Decorrendo ao EO e a inflamação instalada com o passar dos minutos após o AVC, as 

células neuronais sobrevivem por um curto período de isquemia, sendo que algumas delas 

podem resistir mais tempo que outras, o que é chamado de lesão reversível. Conforme o 

tempo passa mais células morrem, estendendo a lesão e causando danos irreversíveis ao 

tecido (Hankey, 2017). Desta forma, é importante entender que para haver a recuperação 

neurológica completa ou com o melhor prognóstico, o AVCi deve ser tratado o mais rápido 

possível uma vez que a cada minuto a lesão amplia e se instala completamente, enfatizando o 

conceito “tempo é cérebro” (Hankey, 2017). 

 

1.1.4.  Tratamento 

 

Os tratamentos para o AVCh envolvem a remoção de coágulos de sangue 

intracranianos ou intraventricular por meio de cirurgia invasiva e também o controle da 

pressão intracraniana para reduzir efetivamente a mortalidade (Powers et al., 2019; Tsao et 
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al., 2023). Já os tratamentos direcionados para o AVCi, buscam alcançar a reperfusão rápida 

com a trombólise intravenosa e/ou trombectomia intracraniana intravascular (TII), lembrando 

que ambos os meios possuem uma janela de efetividade estreita (Jovin et al., 2015; Paolucci 

et al., 2003). 

A classe de medicamentos trombolíticos por serem ativadores de plasminogênio 

tecidual, como o alteplase, foi aprovada pela Food and Drug Administration em 1996 e é a 

única até o momento a demonstrar resultados positivos quando administrado nos estágios 

iniciais do AVCi (até 4,5 horas após o início dos sintomas) (Bluhmki et al., 2009; Hacke et 

al., 2004; Jovin et al., 2015; Lansberg et al., 2012; Powers et al., 2018). Além disso, também 

é possível tratar o AVCi cirurgicamente, utilizando a TII, que pode ser realizada em um 

espaço de tempo maior do que o tratamento químico (Jovin et al., 2015). Alguns estudos 

mostram que a TII realizada até seis horas após o início dos sintomas é benéfica e outros 

mostram que este procedimento pode ser realizado até 24 horas após (Campbell et al., 2015; 

Goyal et al., 2015; Jovin et al., 2015), mostrando algumas inconsistências quanto ao tempo de 

realização. Porém, é importante destacar que este método também pode ser limitado devido a 

posição onde ocorreu a oclusão (Shobha, Buchan e Hill, 2011). 

Após o tratamento do AVC, é importante que o paciente seja direcionado para 

programas de reabilitação e indicado que o estilo de vida seja modificado a longo prazo, em 

uma tentativa de alcançar a recuperação clínica máxima (Hankey, 2017). Além disso, tão 

importante quanto o tratamento é a prevenção do primeiro AVC ou do AVC recorrente, uma 

vez que 85% de todos os AVCs são evitáveis (O’Donnell et al., 2010; Sarikaya, Ferro e 

Arnold, 2015). Desta forma, pesquisadores estão investigando o papel da modulação 

imunológica, a fim de diminuir os danos causados por este fenômeno em diversas doenças, 

como sepse  (Florentino et al., 2020; Saia et al., 2011), alergias (Ding et al., 2020), asma 

(Xing et al., 2024) doenças neurodegenerativas (Wendeln et al., 2018) e doenças 

cerebrovasculares (Bastide et al., 2003; Dawson et al., 1999; Wendeln et al., 2018),  

 

1.2. MODULAÇÃO IMUNOLÓGICA 

 

As respostas imunes do hospedeiro são classicamente divididas em respostas imunes 

inatas, que reagem de forma rápida e não especifica assim que um patógeno é encontrado, e 

respostas imunes adaptativas, que são específicas para seus antígenos, mais lentas para se 

desenvolver e geram a memória imunológica clássica (Netea et al., 2016). Porém, esta 

distinção foi desafiada ao ser descoberto os receptores de reconhecimento de padrões 
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(Medzhitov e Janeway, 2000) e que o sistema imune inato pode adaptar suas reações 

decorrente ao encontro com insultos antecedentes (Bowdish et al., 2007; Netea, Quintin e 

van der Meer, 2011). 

O sistema imune inato, pode exercer proteção cruzada entre diferentes tipos de insultos 

ao longo de alguns meses (Benn et al., 2013; Kleinnijenhuis et al., 2012, 2014; Quintin et al., 

2014), sendo chamado esse fenômeno de “imunidade treinada” (López-Collazo e del Fresno, 

2024). Em contrapartida, quando há exposição repetida a um mesmo estímulo, há a tolerância, 

como por exemplo a “tolerância à endotoxina” (lipopolissacarídeo – LPS) (Biswas e Lopez-

Collazo, 2009). 

 

1.2.1.  Mecanismos 

 

Ambos os fenômenos, tolerância à endotoxina e imunidade treinada, parecem utilizar 

mecanismos semelhantes (López-Collazo e del Fresno, 2024) e uma forma eficaz de induzir a 

modulação imune na isquemia cerebral acontece por meio da ativação da resposta imune inata 

com ligantes para TLR. Foi demonstrado que administração sistêmica prévia de agonista, 

como LPS ou oligonucleotídeos CpG, de TLR, que são expressos em células cerebrais e 

sistêmicas, reduz o tamanho de infarto e protege o cérebro de camundongos e primatas não 

humanos de modelos de isquemia cerebral (Bahjat et al., 2011; Hua et al., 2008; Marsh et al., 

2009; Rosenzweig et al., 2004, 2007; Stevens et al., 2008; Tasaki et al., 1997). 

Quando o TLR é sinalizado, induz a ativação do NF-κB, que por sua vez leva à 

resposta inflamatória. Em contrapartida, a sinalização do TLR pode ativar o IRF (fator 

regulador de interfeton (IFN)) e estes podem induzir mediadores anti-inflamatórios e IFN tipo 

I, que vem sendo associado à neuroproteção (Marsh et al., 2009; Stevens et al., 2011). 

Estudos recentes sugerem que a neuroproteção induzida por TLR sucede a reprogramação da 

resposta genômica aos DAMPs. Desta forma, em um segundo estímulo, a reposta 

reprogramada pode expressar preferencialmente as proteínas mediadas por TRIF e IRF-3 e 

suprime a atividade do NF-κB (Marsh et al., 2009; Stevens et al., 2011; Vartanian et al., 

2011). De modo interessante, animais deficientes em IRF-3, mesmo recebendo o LPS, não 

ficam protegidos contra a isquêmica cerebral, sugerindo o importante papel modulador do 

IRF-3 após a administração de LPS (Marsh et al., 2009). A figura 1 exemplifica as diferenças 

na sinalização do TLR-4 após estímulo por DAMPs em AVCi sem e com exposição ao LPS. 
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Figura 1 - Sinalização do TLR-4 em AVCi após exposição ao LPS. A esquerda, a ativação do TLR-4 após 

AVCi, onde a via de sinalização do NF-kB é mais acentuada do que a via do IRF-3, transcrevendo mais 

proteínas inflamatórias e consequentemente gerando dano exacerbado. Na direita, após a modulação 

imunológica, a via do NF-κB é suprimida e a do IRF-3 é preferencialmente ativada, não havendo excesso de 

proteínas inflamatórias, mas sim um equilíbrio entre proteínas inflamatórias e anti-inflamatórias e consequente 

neuroproteção. Fonte: Vartanian et al. (2011). 

 

Até o momento, o mecanismo de diferenciação na ativação do TLR-4 entre fenótipo de 

tolerância à endotoxina ou imunidade treinada após o segundo insulto ainda é desconhecido, 

trazendo à tona um papel de ambiguidade para o TLR4, com efeito variado dependendo da 

estimulação secundária (López-Collazo e del Fresno, 2024).  

 

1.2.2.  Lipopolissacarídeos 

 

O LPS é um componente da parede celular de bactérias Gram-negativas e é um 

promotor importante de inflamação sistêmica (Smeding et al., 2013). A molécula clássica de 

LPS possui três subunidades, (i) lipídio A, (ii) oligossacarídeo e (iii) polissacarídeo com 

antígeno O (Whitfield e Trent, 2014), sendo que a porção lipídica é considerada a responsável 

pela maior ação antigênica do LPS (Galanos et al., 1985; Molinaro et al., 2015). A estrutura 

do LPS é liberada após a bactéria se multiplicar ou ser fagocitada e degradada pelas células de 

defesa, estando livre para se ligar a receptores e exercer seu papel (Li et al., 2014). 

Na modulação imunológica, a primeira exposição ao LPS com baixas doses, induz 

reprogramação da resposta. O primeiro insulto é caracterizado por níveis aumentados de 

proteínas pró-inflamatórias e baixos níveis de proteínas anti-inflamatórias, mas quando ocorre 
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uma segunda exposição, como dose maior, o inverso acontece (Broad, Kirby e Jones, 2007; 

Fan e Cook, 2004; Liew et al., 2005; West e Heagy, 2002). Além disso, é um potente ligante 

de TLR-4 e vários estudos vem demonstrando que os animais expostos a este componente na 

idade adulta, se tornam tolerantes à isquemia cerebral (Hickey et al., 2007; Rosenzweig et al., 

2004; Tasaki et al., 1997), mas pouco se sabe o que acontece quando a exposição ocorre nos 

primeiros anos de vida. 

 

1.2.3.  Modulação imune e infância 

 

A infância é um período crítico do desenvolvimento, onde o sistema imunológico inato 

ainda apresenta imaturidade, mas apesar disso, as células de defesa possuem maior 

plasticidade, onde estímulos alérgenos e patógenos podem programar respostas imunológicas 

até a idade adulta (Saia et al., 2011). Assim, crianças que viveram em ambientes agrícolas e 

dispuseram de contato físico com animais apresentam menos sensibilização a alérgenos 

comuns na vida adulta, como asma e rinite (Björkstén et al., 1999; Bjorksten et al., 1998; 

Gerrard et al., 1976; Irnell e Kiviloog, 1968; Mutius, von e Radon, 2008; Naleway, 2004; 

Radon, Schulze e Nowak, 2006; Seiskari et al., 2007; Strachan, 2000). Estes estudos 

comprovam a teoria da higiene/teoria dos velhos amigos, que narra sobre importância da 

exposição a germes na infância para programar o sistema imunológico para não reagir 

exageradamente na idade adulta e gerar doenças (Strachan, 2000). 

Anteriormente, foi verificado que a febre de ratos adultos foi suprimida naqueles que 

receberam LPS quando estavam com apenas 14 dias de idade, além de apresentarem redução 

nos níveis de IL-6, TNF-α e ciclooxigenase (Boissé et al., 2004; Spencer et al., 2006) e 

aumento na liberação da interleucina anti-inflamatória IL-10 (Wang, Wang e Sheibani, 2006). 

Dois estudos anteriores, de Saia et al. (2011) e Florentino e colaboradores (2020), observaram 

que após a exposição ao LPS no período da infância, aos 14 dias de idade, o desfecho da 

sepse polimicrobiana pôde ser atenuado, inclusive oferecendo neuroproteção. Por fim, um 

estudo comparando o melhor período para a modulação imunológica, induzida LPS, mostrou 

que é mais eficaz em ratos jovens do que em ratos adultos (Sun et al., 2012). 

Desta forma, denota-se necessário a investigação dos efeitos da modulação imunológica 

induzido por LPS durante o período da infância no desfecho do AVCi ocorrido na idade 

adulta de ratos machos Wistar. Assim, ajudará a compreender a fisiopatologia do AVCi e 

formar estratégias de tratamentos futuros. 
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2. OBJETIVOS  

 

2.1. OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar os efeitos da modulação imunológica induzida por LPS no período da infância 

em um modelo animal de AVCi na idade adulta.  

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

● Verificar o peso da prole no 9º, 12°, 14º, 15º, 16º, 17º, 25º, 42° e 60° dia pós-natal 

(DPN), bem como o teste de geotaxia negativa no 15º DPN, como indicadores de 

desenvolvimento e crescimento em ratos machos submetidos à modulação 

imunológica com LPS;  

● Avaliar o efeito da modulação imunológica com LPS durante a infância sobre o escore 

neurológico em ratos Wistar machos após modelo de oclusão da artéria cerebral média 

(MCAO) aos 60 dias de vida;  

● Avaliar o efeito da modulação imunológica com LPS durante a infância sobre os 

níveis de citocinas pró e anti-inflamatórias (TNF-α, IL1-β, IL-6 e IL-10), no córtex 

frontal e hipocampo de ratos Wistar machos após modelo de MCAO aos 60 dias de 

vida; 

● Avaliar o efeito da modulação imunológica com LPS durante a infância sobre o dano 

oxidativo e defesa antioxidante enzimática no córtex frontal e hipocampo de ratos 

Wistar machos após modelo de MCAO aos 60 dias de vida. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1. CONSIDERAÇÕES ÉTICAS 

 

Este estudo foi realizado de acordo com as diretrizes estabelecidas pelo Conselho 

Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) para pesquisas utilizando 

animais. O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC) sob o protocolo 50/2023 (Anexo A). Os 

animais foram procedentes do Biotério Central da UNESC e todos os cuidados foram 

adotados para evitar ou minimizar o sofrimento dos animais durante o experimento. 

 

3.2. ANIMAIS 

 

Os animais utilizados foram ratos Wistar machos, que ficaram acondicionados com as 

mães até o desmame, no 21° dia pós-natal (DPN). Após isso, os animais foram 

acondicionados em gaiolas (comprimento 41 cm x largura 34 cm x altura 17 cm) com quatro 

animais cada, sob ciclo de claro e escuro de 12 horas (6:00 às 18:00), com livre acesso ao 

alimento padrão para roedores da Nuvilab (NUVITAL) e água do sistema público de 

fornecimento que foi filtrada, colocado em bebedouros para os animais em gaiolas de 

tamanho padrão do biotério. O ambiente foi mantido à temperatura constante e diária de 22 ± 

1 ºC e umidade de aproximadamente 55%. A maravalha que forra as caixas dos animais foi 

trocada a cada dois dias e a sala apresentava o sistema de exaustor, de modo a mantê-los com 

o máximo de conforto possível. 

  

3.3. DESENHO EXPERIMENTAL 

 

 A metodologia aplicada para a realização desta pesquisa, está ilustrada na figura 2.

 

Figura 2 – Desenho experimental. Fonte: A autora (2024). 
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3.3.1.  Modulação imunológica na infância 

 

A modulação imunológica na idade equivalente à infância para os roedores, foi 

realizado do 14º ao 17º DPN. A modulação imunológica foi induzida por administração de 

LPS (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) em uma concentração de 50 μg/Kg, via intraperitoneal 

(i.p.), uma vez ao dia, por um período de quatro dias (Wendeln et al., 2018). 

Os animais foram inicialmente divididos em dois grupos cada, tratados com salina 0,9 

% ou LPS 50 μg/Kg. Após, todos os animais foram deixados envelhecer até o 60º DPN, 

quando foram submetidos ao modelo animal de AVCi por MCAO.  

Desta forma, um total de 54 animais, divididos em quatro grupos, foram utilizados 

para realizar o presente projeto, conforme tabela 1: 

Tabela 1 – Grupos experimentais. 

Grupo Pré-tratamento Tratamento n 

SAL+SHAM Salina SHAM 14 

SAL+MCAO Salina MCAO 11 

LPS+SHAM LPS SHAM 13 

LPS+MCAO LPS MCAO 16 

n = número de animais por grupo; LPS = lipopolissacarídeo; SHAM = grupo controle da cirurgia (sem oclusão); 

MCAO = oclusão da artéria cerebral média. 

 

3.3.2.  Modelo animal de AVCi por MCAO 

 

Conforme descrito por Bederson e colaboradores (1986), os animais foram 

anestesiados com isoflurano (Cristália, Brasil) (1L/min de O2 e 1L/min O2 ambiente) e 

mantidos sob anestesia utilizando o fluxo de 1 – 2% de isoflurano com vaporizador de kit de 

anestesia (Hipnos 50 l, Previtch, Brasil). Após a anestesia total, foi realizada tricotomia na 

região cervical ventral e em seguida assepsia com clorexidina a 4%. A incisão foi no local 

asséptico no pescoço na linha média ventral. Para a realização da MCAO unilateral foi 

inserido um monofilamento revestido com borracha de silicone (Docol Corporation – 

diâmetro 0.185 mm e comprimento de 30 mm) na artéria carótida interna direita a 6 mm da 

bifurcação da artéria carótida interna através de um coto da artéria carótida externa. Em 

seguida, fechou-se o plano cirúrgico com fio de sutura nylon 3-0 (Shalom, Brasil) e a 

isquemia cerebral teve duração de 60 minutos. Os animais do grupo controle da cirurgia 

(SHAM) foram submetidos ao mesmo procedimento, exceto pela oclusão da artéria carótida 
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interna. Após 60 minutos de MCAO, sob anestesia, a oclusão foi removida para permitir a 

reperfusão. A temperatura foi monitorada e mantida a aproximadamente 37 °C durante a 

cirurgia e isquemia usando um colchão térmico. 

Todos os esforços foram feitos para minimizar o sofrimento dos animais. Logo após o 

procedimento MCAO, foi administrado duas vezes dipirona 80 mg/Kg por via subcutâneo a 

cada 12 horas para manter os animais sem sofrimento. Durante o período de três horas após o 

início da reperfusão, os animais foram mantidos em temperatura interna de 30 ± 1°C para 

evitar hipotermia cerebral induzida por isquemia. Em seguida, eles retornaram às suas gaiolas 

com livre acesso a água e comida e foram monitorados a cada quatro horas para verificação 

de hemorragia, hipertermia ou dor. Após uma e 24 horas de reperfusão do protocolo de 

MCAO, os animais foram submetidos a uma série de testes para avaliação do escore 

neurológico. 

 

3.4. VERIFICAÇÃO DE PARÂMETROS DE DESENVOLVIMENTO 

 

 Ainda durante a vida dos animais, foram avaliados alguns parâmetros para verificar o 

desenvolvimento geral antes e depois da administração de LPS.  

 

3.4.1.  Avaliação do ganho de peso  

 

 Antes do desmame, nos DPN 9, 12, 14, 15, 16 e 17 foi registrado o peso dos animais. 

Para a realização desse parâmetro, a matriz foi retirada da caixa dos animais ainda filhotes e 

foi colocada em uma caixa limpa. Antes da pesagem, um recipiente de pesagem foi preparado 

com uma pequena quantidade de maravalha do ninho. A pesagem foi realizada com uma 

ninhada de cada vez, dividindo o peso pela quantidade de filhotes de cada ninhada. Após o 

desmame no DPN 21, os animais foram pesados de forma individual nos DPN 25, 42 e 60. 

Após cada procedimento, todos os animais foram recolocados na caixa original e devolvidos 

ao biotério. O recipiente de pesagem foi higienizado com álcool 70%, seguido de álcool 10%, 

assim como a luva do pesquisador foi trocada para não haver risco de transferir odor de uma 

ninhada para outra e a matriz abandonar ou matar os filhotes (Costa et al., 2024). 

 

3.4.2.  Teste geotaxia negativa  
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No 15º DPN os animais foram colocados um por vez em uma rampa com 45 graus de 

inclinação, com a cabeça direcionada para baixo, conforme descrito por Alberts et al. (2004). 

Foi registrado o tempo que cada animal levou para girar 180 graus em seu próprios eixo, ou 

seja, com a cabeça voltada para cima. O limite de tempo para cada animais foi de 1 minuto, 

sendo que cada animal teve direito a três tentativas para completar a tarefa.  

 

3.5. AVALIAÇÃO DO ESCORE NEUROLÓGICO 

 

Após uma hora e 24 horas da indução de MCAO, foi avaliado o escore neurológico a 

fim de averiguar o comprometimento neurológico. Este parâmetro é baseado em uma escala 

de déficit neurológico onde foram verificados alguns comportamentos a partir de testes 

motores, testes sensoriais, testes de equilíbrio e testes de reflexo (Bederson et al., 1986b; 

Ryck, De et al., 1989). 

Logo após a última verificação do escore neurológico, os animais foram eutanasiados 

por decapitação em guilhotina e então o hipocampo e córtex frontal foram isolados e 

armazenadas em freezer a -80 ºC para análises bioquímicas posteriores. 

 

3.6. ANÁLISES BIOQUÍMICAS  

 

3.6.1.  Ensaios imunoenzimáticos 

 

As amostras foram processadas e após, uma placa de 96 poços foi sensibilizada para 

posterior incubação com o anticorpo. Para dosagem de citocinas (TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-10) 

foi utilizado o método enzyme-linked immuno absorbent assay (Duoset ELISA) de captura 

(R&D system, inc., Minneapolis, USA). 

 

3.6.2.  Análises dos parâmetros de estresse oxidativo   

 

Todas as mensurações dos parâmetros de estresse oxidativo foram normalizadas pelo 

conteúdo de proteínas, que foram determinadas pelo método adaptado inicialmente descrito 

por (Lowry et al., 1951), baseado na reação de Folin-Ciocalteu. A leitura das mensurações de 

proteínas foi realizada em leitor de microplacas por absorbância, expressas como mg de 

proteína. 
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3.6.2.1. Atividade da enzima mieloperoxidase 

 

O indicativo de infiltrado de neutrófilos e produção de EROs pode ser avaliado por 

meio da atividade da MPO (Amanzada et al., 2011). Os tecidos obtidos foram 

homogeneizados (50 mg/mL) em 0,5% de brometo de hexadeciltrimetilamónio (Sigma-

Aldrich, EUA) e centrifugado a 15.000 g durante 40 minutos. Uma parte do sobrenadante foi 

misturada com solução de tetrametilbenzidina 1,6 mM (Sigm-Aldrich, EUA) e 1 mM de 

peróxido de hidrogênio (H2O2). A atividade foi medida como a variação de absorbância a 650 

nm a 37 ºC (Young et al., 1989). Os resultados foram expressos em mU/mg de proteína. 

 

3.6.2.2. Detecção de nitrito e nitrato 

 

Uma solução padrão de nitrato de sódio (100 mL) foi diluída seriadamente (200 µM à 

1,6 mM) em duplicata, em placa de 96 poços. Após o preparo da curva, 100 µL das amostras 

homogeneizadas foram pipetadas em cada poço; em seguida, 100 µL solução de cloreto de 

vanádio foram adicionados aos poços, rapidamente seguido da adição de reativo de Griess (50 

µL de SULF + 50 µL de NEED). Após trinta minutos foi realizada a leitura em 540 nm 

(Kvietys e Granger, 2012). 

  

3.6.2.3. Atividade de superóxido dismutase (SOD) 

 

Primeiramente foram realizadas leituras da auto-oxidação da adrenalina. Foram 

adicionados à amostra catalase 10 mM, tampão glicina 50 mM e adrenalina 60 mM, e ao 

branco foi adicionada adrenalina 60 mM. A atividade da SOD foi determinada pela inibição 

da auto-oxidação da adrenalina medida espectrofotometricamente a 480 nm a temperatura 

ambiente. A atividade da enzima foi expressa em U/mg de proteína (Bannister e Calabrese, 

1987). 

 

3.6.2.4. Atividade da catalase (CAT) 

 

A atividade enzimática da CAT foi determinada pela diminuição no consumo de 

peróxido de hidrogênio. As amostras teciduais foram homogeneizadas em 1 mL de tampão 

catalase PBS+NaCl (pH 7,0), contendo 8,0086 g de NaCl (136,9 mM), 0,1496 g de KH2PO4 

(1,1 mM) e 0,0383 g de Na2HPO4 (0,27 mM)] e centrifugadas por 10 min em 3000 rpm, em 

temperatura ambiente. O reagente branco foi preparado a partir da mistura de 100 µL de 
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sobrenadante da amostra com um mL de tampão catalase e foi utilizado para zerar o 

espectrofotômetro. O reagente amostra foi preparado a partir da mistura de 100 µL de 

sobrenadante da amostra com um mL de tampão catalase contendo H2O2 (25 mL de tampão 

catalase e 400 µL de H2O2, protegido da luz). A leitura da amostra foi realizada em 

espectrofotômetro de lâmpada de deutério, em cubetas de quartzo, a 240 nm. Foram 

realizadas mensurações referentes ao decaimento de absorbância nos tempos zero, 30 e 60 

segundos. O processo foi repetido para cada amostra. A atividade da CAT foi expressa em U 

de CAT/mg de proteína (Aebi, 1984). 

 

3.6.2.5. Medida de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

 

Como indício de peroxidação lipídica foi medido a quantidade de TBARS durante 

uma reação ácida aquecida. As amostras foram diluídas em tampão PBS e um ml de ácido 

tricloroacético 10% foi adicionado. Após centrifugação, foi adicionado um ml de ácido 

tiobarbitúrico ao sobrenadante e a mistura final aquecida em banho-maria (100 °C) por 30 

minutos. Após este período a quantidade de TBARS foi determinada pela absorbância em 535 

nm, utilizando 1,1,3,3-tetrametoxipropano como padrão externo. Os resultados foram 

expressos como equivalentes de malondialdeído (MDA)/mg de proteína (Draper e Hadley, 

1990). 

 

3.6.2.6. Avaliação de dano oxidativo as proteínas 

 

O índice de dano oxidativo às proteínas foi quantificado pela reação dos grupamentos 

carbonilados com dinitrofenilhidrazina (Levine et al., 1990). As 28 proteínas foram 

precipitadas com ácido tricloroácetico 20% (Vetec) e redissolvidas em dinitrofenilhidrazina 

(Sigma-Aldrich, EUA). A leitura da absorbância foi realizada em espectrofotômetro a 340 

nm. Os resultados foram expressos em nmol/mg de proteína. 

 

3.6.2.7. Medida de sulfidrilas totais 

 

Este método determina quantidade de sulfidrilas (SH) não oxidadas, que estão 

presentes nos aminoácidos. Este parâmetro foi realizado de acordo com o método de 

(Aksenov e Markesbery, 2001). A oxidação dos tióis livres da amostra leva à formação de 

pontes dissulfeto; o ácido ditionitrobenzóico (DTNB), reagente de cor, é reduzido pelos tióis 
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não oxidados, gerando um derivado amarelo, o ácido 5-tio-2- nitrobenzóico (TNB), lido a 412 

nm em espectrofotômetro. Com isso, o método determina os tióis totais (TT) da amostra. 

 

3.7. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 Para a análise dos dados, foram empregados o teste de Shapiro-Wilk para analisar a 

normalidade e o teste de Levene para a homogeneidade. Se os dados apresentaram 

distribuição normal e a homogeneidade de variância for confirmada, foram utilizados testes 

paramétricos; se os dados não cumpriram estas condições, foram utilizados os testes não 

paramétricos. Para as análises do teste de geotaxia negativa foi utilizado teste T, já para o 

peso e as bioquímicas, ANOVA de duas ou três vias conforme indicação, seguido de teste 

post hoc de Tukey. Os dados foram apresentados como média ± DPM. Os valores foram 

considerados significativos quando o valor de p < 0,05, com símbolo de asterisco (*) quando 

houve diferença entres os grupos, guiados por colchetes. Todas as análises foram executadas 

utilizando o programa GraphPad Prism versão 9.0.0. 
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4. RESULTADOS  

 

4.1. PARÂMETROS DE DESENVOLVIMENTO 

 

Para verificar se a exposição ao LPS na dosagem de 50 μg/Kg e administrado no 

período correspondente à infância de ratos pode afetar o crescimento e desenvolvimento dos 

animais, foi realizado o teste de geotaxia negativa que avalia o neurodesenvolvimento e 

também foi acompanhado o ganho de peso.  

 

4.1.1.  Geotaxia negativa 

 

Conforme apresentado na figura 3, os animais expostos ao LPS, precisaram de menos 

tempo para girar 180° no aparato (t = 2,510; df = 42; p = 0,0160), quando comparados ao 

grupo controle. 

 

 
Figura 3: Geotaxia negativa dos animais expostos à SAL ou LPS. Tempo que os animais 

levaram para virar o corpo 180°, no próprio eixo, expresso em segundos. Os dados estão 

apresentados como média ± desvio padrão da média (n = 22 animais por grupo) e as análises 

estatísticas foram conduzidas utilizando Teste T. *p < 0,05 em comparação ao grupo controle. 

 

4.1.2.  Acompanhamento do ganho de peso de animais expostos ao LPS 

 

Em relação ao ganho de peso, ilustrado na figura 4, que foi realizado entre o DPN 9 e 

60, foi observado que até o DPN 17 não houve alteração no ganho de peso. Em contrapartida, 

nas verificações do peso após o final do tratamento, nos DPN 25, 42 e 60, o grupo LPS 

apresentou peso menor (p < 0,0001) em comparação ao grupo controle.  

Neste resultado, foi observado que houve interação entre os efeitos exercidos pelos 

dois fatores, dia da pesagem e exposição ao LPS no período da infância (F(8, 59) = 27,33; p= 

0,0001). 
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Figura 4: Peso dos animais expostos à SAL ou LPS. Peso, em gramas, dos animais que 

foram expostos à SAL ou LPS do DPN 9 ao DPN 60. Os dados estão apresentados como 

média ± desvio padrão da média (n = 22 animais por grupo) e as análises estatísticas foram 

conduzidas utilizando análise de variância ANOVA de duas vias, seguido do teste de post hoc 

de Tukey.  ****p < 0,0001 comparado ao grupo controle. 

 

 

4.2. DÉFICIT NEUROLÓGICO APÓS AVC EM ANIMAIS EXPOSTOS AO LPS  

 

 A figura 5 mostra o escore de déficit neurológico, realizado após uma hora e 24 horas 

do MCAO. Nos dados obtidos na análise após uma hora, os animais dos grupos SAL+MCAO 

(p < 0,0001) e LPS+MCAO (p = 0,0001) apresentaram escores maiores em comparação ao 

grupo controle. De forma semelhante, quando comparados ao grupo LPS+SHAM, os mesmos 

grupos, SAL+MCAO (p = 0,0025) e LPS+MCAO (p = 0,0002), mostraram escores menores. 

Corroborando com esses dados, após 24 horas do MCAO, os grupos SAL+MCAO (p < 

0,0001) e LPS+MCAO (p < 0,0049) permaneceram aumentados em relação ao grupo 

controle.  

Nas análises de efeito, foi observado efeito principal exercido pelo tempo após o 

MCAO que foi verificado o escore (uma hora e 24 horas) (F(1, 58) = 7,087; p < 0,0091) e pelo 

modelo (F(1, 99) = 76,67; p < 0,0001). Além disso, houve uma interação entre a exposição ao 

LPS e o modelo utilizado (F(1, 58) = 4,887; p < 0,0294). 
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Figura 5: Escore de déficit neurológico de ratos submetidos ao MCAO após exposição ao 

LPS. Os dados estão apresentados como média ± desvio padrão da média (n = 11-16 animais 

por grupo) e as análises estatísticas foram conduzidas utilizando análise de variância ANOVA 

de três vias, seguido do teste de post hoc de Tukey. **p < 0,01; ***p < 0,001 e ****p < 

0,0001 para comparações entre grupos. 

 

 

4.3. RESPOSTA INFLAMATÓRIA APÓS AVC EM ANIMAIS EXPOSTOS AO LPS  

 

 Como forma de avaliar a resposta pró-inflamatória e anti-inflamatória frente à 

exposição ao LPS e MCAO, foram realizadas técnicas imunoenzimáticas para verificar os 

níveis de TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-10 nas regiões do córtex frontal e hipocampo.  

Na análise da quantidade de TNF-α, foi identificado que no córtex frontal (figura 6A), 

os grupos SHAM+MCAO (p < 0,0018), LPS+SHAM (p < 0,0002) e LPS+MCAO (p < 

0,0026) apresentaram quantidades elevadas de TNF-α, quando comparados ao grupo controle. 

Já na região do hipocampo (figura 6B), houve aumento dos níveis de TNF-α apenas nos 

grupos SAL+MCAO (p < 0,0008) e LPS+MCAO (p < 0,0161). Em relação à interação de 

fatores, houve interação entre a exposição ao LPS e o modelo estudado (F(1, 12) = 10,51; p < 

0,0071). 
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Figura 6: Níveis de TNF-α no córtex frontal (A) e hipocampo (B) de ratos submetidos ao 

MCAO após exposição ao LPS. Os dados estão apresentados como média ± desvio padrão 

da média (n = 3-4 animais por grupo) e as análises estatísticas foram conduzidas utilizando 

análise de variância ANOVA de duas vias, seguido do teste de post hoc de Tukey. *p < 0,05; 

**p < 0,01 e ***p < 0,001 para comparações entre grupos. 

 

 Na figura abaixo, estão expostos os dados referentes aos níveis de IL-1β na região do 

córtex frontal (figura 7A) e hipocampo (figura 7B). Os resultados mostraram que os grupos 

SAL+MCAO (p = 0,0260), LPS+SHAM (p = 0,0223) e LPS+MCAO (p = 0,0237) continham 

níveis maiores de IL-1β quando comparados ao grupo controle. Ao mesmo passo, houve 

interação entre os fatores de exposição ao LPS na infância e o modelo aplicado (F(1, 9) = 6,059; 

p = 0,0399). Já na região do hipocampo não foram encontrados resultados significativos.  

   

 
Figura 7: Níveis de IL-1β no córtex frontal (A) e hipocampo (B) de ratos submetidos ao 

MCAO após exposição ao LPS. Os dados estão apresentados como média ± desvio padrão 

da média (n = 3-4 animais por grupo) e as análises estatísticas foram conduzidas utilizando 

análise de variância ANOVA de duas vias, seguido do teste de post hoc de Tukey. *p < 0,05 

para comparações entre grupos. 

 

 Quanto aos níveis de IL-6, que estão dispostos na figura abaixo, na região do córtex 

frontal (figura 8A), os grupos SAL+MCAO (p = 0,0146) e LPS+MCAO (p = 0,0718) 
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mostraram resultados elevados em comparação ao grupo controle. Nesta região, não houve 

interação entre os fatores, mas tanto a exposição ao LPS na infância (F(1, 13) = 4,966; p = 

0,0441) quanto o modelo animal (F(1, 13) = 4,966; p = 0,0030) exerceram efeitos sobre os 

resultados obtidos. 

 Já na região do hipocampo, ilustrado na figura 8B, os grupos SAL+MCAO (p = 

0,0010), LPS+SHAM (p = 0,0019) e LPS+MCAO (p = 0,008) apresentaram aumento de IL-6 

quando comparados ao grupo controle.  Somado a isto, houve interação entre a exposição ao 

LPS na infância e o modelo animal aplicado (F(1, 12) = 11,87; p = 0,0048).  

 
Figura 8: Níveis de IL-6 no córtex frontal (A) e hipocampo (B) de ratos submetidos ao 

MCAO após exposição ao LPS. Os dados estão apresentados como média ± desvio padrão 

da média (n = 3-5 animais por grupo) e as análises estatísticas foram conduzidas utilizando 

análise de variância ANOVA de duas vias, seguido do teste de post hoc de Tukey. *p < 0,05; 

**p < 0,01 e ***p < 0,001 para comparações entre grupos. 

 

 Por último, sobre os parâmetros inflamatórios, na verificação dos níveis de IL-10 do 

córtex frontal (figura 9A), houve diminuição da citocina nos grupos SAL+MCAO, 

LPS+SHAM e LPS+MCAO (p < 0,0001 para todos), em comparação ao grupo controle. 

Além disso, houve interação (F(1, 12) = 137,3; p < 0,0001) entre os fatores sobre os resultados 

encontrados.  

 Em concordância, na região do hipocampo (figura 9B), os grupos SAL+MCAO (p < 

0,0001), LPS+SHAM (p < 0,0001) e LPS+MCAO (p < 0,0003) também mostraram níveis 

diminuídos de IL-10 em relação ao grupo controle. A exposição ao LPS na infância e o 

modelo animal exerceram efeito sobre os resultados através da interação (F(1, 15) = 23,51; p = 

0,002). 
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Figura 9: Níveis de IL-10 no córtex frontal (A) e hipocampo (B) de ratos submetidos ao 

MCAO após exposição ao LPS. Os dados estão apresentados como média ± desvio padrão 

da média (n = 3-5 animais por grupo) e as análises estatísticas foram conduzidas utilizando 

análise de variância ANOVA de duas vias, seguido do teste de post hoc de Tukey. ***p < 

0,001 e ****p < 0,0001 para comparações entre grupos. 

 

 

4.4. PARÂMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO APÓS AVC EM ANIMAIS EXPOSTOS 

AO LPS 

 

Para avaliar o efeito da exposição ao LPS no período da infância sobre o desfecho do 

AVC induzido na vida adulta, foi investigado parâmetros relacionados ao estresse oxidativo 

no cérebro de ratos. Para isso, técnicas como atividade da enzima MPO, concentração de 

nitrito/nitrato, atividade da enzima SOD, atividade da enzima CAT, dosagem de MDA 

equivalente e o conteúdo de sulfidrilas, foram realizadas nas regiões de córtex frontal e 

hipocampo. 

 Como primeiro resultado encontrado, a atividade da enzima MPO se mostrou elevada 

nos grupos SAL+MCAO (p = 0,0208) e LPS+MCAO (p = 0,0376), quando comparados ao 

grupo controle na região do córtex frontal (figura 10A). Para estes resultados, o modelo 

utilizado exerceu efeito principal (F(1, 19) = 10,34; p = 0,0046).  

Já na região do hipocampo (figura 10B), a atividade da enzima MPO também se 

mostrou elevada no grupo SAL+MCAO (p = 0,0439), quando comparada ao grupo controle. 

Interessantemente, para estes resultados, houve interação dos efeitos da exposição ao LPS no 

período da infância e do MCAO na idade adulta (F(1, 18) = 7,127; p = 0,0156).  
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Figura 10: Atividade da enzima MPO no córtex frontal (A) e hipocampo (B) de ratos 

submetidos ao MCAO após exposição ao LPS. Os dados estão apresentados como média ± 

desvio padrão da média (n = 4-8 animais por grupo) e as análises estatísticas foram 

conduzidas utilizando análise de variância ANOVA de duas vias, seguido do teste de post hoc 

de Tukey. *p < 0,05 para comparações entre grupos. 

 

 Sobre a concentração de nitrito/nitrato na região do córtex frontal (figura 11A), está se 

mostrou alterada no grupo SAL+MCAO (p = 0,0005), onde estava elevada em comparação ao 

grupo controle. De modo interessante, a exposição ao LPS na infância reverteu as alterações 

causadas pelo modelo MCAO no grupo LPS+MCAO (p = 0,0004), quando comparado ao 

grupo SAL+MCAO. Da mesma forma, o grupo LPS+SHAM também mostrou concentração 

menor de nitrito/nitrato quando comparado ao grupo SAL+MCAO (p = 0,0078). 

Corroborando aos achados no córtex frontal, foi encontrado interação de efeito dos dois 

fatores envolvidos (F (1, 18) = 24,18; p = 0,0001). Porém, não foram encontrados resultados 

significativos na região do hipocampo (figura 11B).   

 

 
Figura 11: Concentração de nitrato/nitrito no córtex frontal (A) e hipocampo (B) de 

ratos submetidos ao MCAO após exposição ao LPS. Os dados estão apresentados como 

média ± desvio padrão da média (n = 4-8 animais por grupo) e as análises estatísticas foram 

conduzidas utilizando análise de variância ANOVA de duas vias, seguido do teste de post hoc 

de Tukey. **p < 0,01 e ***p < 0,001 para comparações entre grupos. 
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  Em relação à atividade da enzima SOD no córtex frontal (figura 12A), não foram 

encontradas diferenças significativas. Em contrapartida, na região do hipocampo (figura 12B), 

os grupos SAL+MCAO (p = 0,0038), LPS+SHAM (p = 0,0024) e LPS+MCAO (p = 0,0219) 

apresentaram atividade da enzima SOD diminuída em comparação ao grupo controle. Além 

disso, também houve interação dos dois fatores (F (1, 20) = 14,44; p = 0,0011) sobre os 

resultados. 

 
Figura 12: Atividade da enzima SOD no córtex frontal (A) e hipocampo (B) de ratos 

submetidos ao MCAO após exposição ao LPS. Os dados estão apresentados como média ± 

desvio padrão da média (n = 4-7 animais por grupo) e as análises estatísticas foram 

conduzidas utilizando análise de variância ANOVA de duas vias, seguido do teste de post hoc 

de Tukey. *p < 0,05 e p < 0,01 para comparações entre grupos. 

 

 Outra atividade enzimática investigada, foi a da CAT. Na região do córtex frontal 

(figura 13A), os grupos SAL+MCAO (p < 0,0001) e LPS+SHAM (p = 0,0002) mostraram 

atividade reduzida desta enzima, em comparação ao grupo controle. Curiosamente, a 

exposição ao LPS mostrou atividade enzimática aumentada em relação ao grupo 

SAL+MCAO (p = 0,0289), revertendo os danos causados pelo MCAO. Ao encontro disto, 

houve interação dos efeitos dos dois fatores (F (1, 14) = 40,37; p < 0,0001) estudados.  

 De modo semelhante, no hipocampo (figura 13B) os grupos SAL+MCAO (p = 

0,0068) e LPS+MCAO (p = 0,0031) também resultaram em diminuição da atividade da 

enzima CAT, quando comparado ao grupo controle. Além disso, os animais do grupo 

previamente exposto ao LPS e que foram submetidos ao MCAO (LPS+MCAO), apresentaram 

atividade enzimática diminuída (p = 0,0096) em comparação ao LPS+SHAM. O principal 

efeito destes resultados foi por conta do modelo utilizado (F (1, 14) = 34,91; p < 0,0001). 
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Figura 13: Atividade da enzima catalase no córtex frontal (A) e hipocampo (B) de ratos 

submetidos ao MCAO após exposição ao LPS. Os dados estão apresentados como média ± 

desvio padrão da média (n = 4-5 animais por grupo) e as análises estatísticas foram 

conduzidas utilizando análise de variância ANOVA de duas vias, seguido do teste de post hoc 

de Tukey. *p < 0,05; **p < 0,0; ***p < 0,001 e p < 0,0001 para comparações entre grupos. 

  

 Na dosagem de danos em lipídios através das medidas de MDA equivalente, foi 

possível observar que não houve diferenças significativas entre os grupos na região do córtex 

frontal (figura 14A). No entanto, esses efeitos foram exercidos por uma interação entre os 

fatores (F (1, 19) = 5,161; p = 0,0349). 

 Diferentemente, na região do hipocampo (figura 14B), o grupo SAL+MCAO 

apresentou aumento em comparação ao grupo controle (p = 0,0342). Já o grupo de animais 

submetidos ao MCAO na idade adulta, mas que foram expostos ao LPS na infância 

(LPS+MCAO), apresentaram MDA equivalente diminuída em comparação com o grupo 

MCAO sem exposição prévia ao LPS (SAL+MCAO) (p = 0,0094). Em concordância a isto, 

houve interação entre os fatores sobre os resultados encontrados (F (1, 14) = 9,997; p = 0,0069). 

 

Figura 14: Medida de MDA equivalente no córtex frontal (A) e hipocampo (B) de ratos 

submetidos ao MCAO após exposição ao LPS. Os dados estão apresentados como média ± 

desvio padrão da média (n = 5-6 animais por grupo) e as análises estatísticas foram 

conduzidas utilizando análise de variância ANOVA de duas vias, seguido do teste de post hoc 

de Tukey. *p < 0,05 e **p < 0,01 para comparações entre grupos. 
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 Por fim, a última técnica aplicada, foi para a verificação do conteúdo de sulfidrilas, 

sendo que no córtex frontal (figura 15A) não houve resultados significativos. Por outro lado, 

no hipocampo (figura 15B), os grupos SAL+MCAO (p = 0,0140) e LPS+MCAO (p = 0,0344) 

mostraram níveis diminuídos dos conteúdos de sulfidrilas presentes nas amostras, em 

comparação ao grupo controle. Além disso, o modelo escolhido exerceu efeito principal sobre 

os dados obtidos (F (1, 14) = 16,48; p = 0,0012).  

 

Figura 15: Conteúdo de sulfidrilas no córtex frontal (A) e hipocampo (B) de ratos 

submetidos ao MCAO após exposição ao LPS. Os dados estão apresentados como média ± 

desvio padrão da média (n = 3-7 animais por grupo) e as análises estatísticas foram 

conduzidas utilizando análise de variância ANOVA de duas vias, seguido do teste de post hoc 

de Tukey. *p < 0,05 para comparações entre grupos. 
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5. DISCUSSÃO 

 

O AVC é a principal doença neurológica incapacitante a longo prazo, além de estar no 

pódio das doenças que mais causam mortes no Brasil e no mundo (Feigin et al., 2022; Tsao et 

al., 2023). Dada a isquemia e reperfusão existentes no AVCi, a fisiopatologia envolve uma 

resposta inflamatória vigorosa, contando com aumento exacerbado de citocinas pró-

inflamatórias, diminuição de citocina anti-inflamatórias, além da presença do EO que pode 

gerar inúmeros danos às células do sistema nervoso central (SNC), estendendo ainda mais os 

danos (Ikeda et al., 2013; Olmez e Ozyurt, 2012; Ren et al., 2020). Com base nisso, a 

modulação imunológica vem sendo investigada como potencial forma terapêutica no desfecho 

do AVCi, com o objetivo de ponderar a inflamação causada (Wendeln et al., 2018). Porém 

pouco se sabe sobre os efeitos dos mecanismos envolvidos na modulação imunológica 

infantil, sobre o AVCi na idade adulta.   

O período pós-natal é uma janela de tempo crítica durante a qual um evento adverso 

pode ter efeitos significativos e duradouros no desenvolvimento do SNC e imunológico 

(Walker, Knott e Hodgson, 2008). Dentre as alterações que podem ocorrer, a comportamental 

é uma delas (Spencer, Heida e Pittman, 2005). No presente estudo, foi observado que uma 

única exposição ao LPS 50 μg/Kg via i.p. no DPN 14 é capaz de diminuir o tempo que os 

animais precisam para girar 180° no aparato de geotaxia negativa, realizado no DPN 15, onde 

iniciam com a cabeça voltada para baixo. Este teste é utilizado para verificar disfunção 

neurocomportamental através da função vestibular (Alberts, Motz e Schank, 2004b; Altman e 

Sudarshan, 1975) e essa foi a primeira vez que foi observado a geotaxia negativa 24 horas 

após exposição ao LPS 50 μg/Kg no DPN 14, visto que os outros estudos com metodologias 

de exposição infantil ao LPS em baixas dosagens não exploraram este parâmetro 24 horas 

após exposição.  

Em contrapartida, Yeh e colaboradores (2021) e Rojas et al., (2023) aplicaram LPS 

uma única vez no DPN 5, utilizando uma dosagem de 2 mg/Kg e 1 mg/Kg, respectivamente, 

consideradas doses altas e conhecidas como indutora de distúrbios neurocomportamentais e 

verificaram que os animais expostos ao LPS demoram mais tempo para completar a tarefa. 

Além disso, a aplicação de 50 μg/Kg logo após o nascimento de filhotes Wistar, mostraram 

levar menos tempo para girar do que os animais do grupo controle, mas isso foi avaliado 11 

dias após a exposição (Saeedan et al., 2018). Algo que pode explicar essa alteração um dia 

logo após a exposição ao LPS, está no estudo de Wendeln e colaboradores (2018), onde foi 

observado que no dia seguinte após a primeira injeção de LPS em baixa dose (500 μg/Kg), é o 
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momento com maiores níveis de citocinas inflamatórias e menores níveis de citocinas anti-

inflamatórias. Esses dados em conjunto, podem sugerir que a dose baixa de LPS utilizada 

pode modular positivamente, mesmo que temporariamente, as respostas do 

neurodesenvolvimento e que a inflamação pode ter efeito sobre esses mecanismos, mas que 

doses altas podem ser prejudiciais aos mesmos. 

Sabe-se que o peso adulto pode ser influenciado pela nutrição neonatal e ingestão de 

alimentos (Srinivasan et al., 2003), e a exposição infantil ao LPS pode influenciar os níveis de 

leptina, que dentre suas funções, regula a saciedade e o peso  (Otero et al., 2005; Sachot, 

Poole e Luheshi, 2004; Sarraf et al., 1997). No presente estudo, não foi observado alteração 

no ganho de peso dos animais antes e durante o tratamento. Contudo, houve uma diminuição 

no ganho de peso nas verificações subsequentes a finalização do protocolo de exposição ao 

LPS, assim como previamente verificado (Rojas et al., 2023).  Um estudo anterior verificou 

que a exposição a uma única dose de LPS no DPN 7 gerou um aumento da leptina, podendo 

ter ocorrido em resposta ao LPS ou às citocinas subsequentes produzidas (Spencer, Heida e 

Pittman, 2005). Assim como a exposição ao LPS e algumas citocinas podem modular o nível 

de leptina no desenvolvimento, a leptina também pode regular a produção de citocinas pró-

inflamatórias (Loffreda et al., 1998). Sendo que no presente estudo houve alteração no peso e 

nos níveis de citocinas pró-inflamatórias, é possível que os níveis de leptina também tenham 

sido alterados.  

A “hipótese de duplo golpe” oferece a base para investigar a relação dinâmica entre 

múltiplos mecanismos, postulando que o “primeiro golpe” acontecido durante períodos 

críticos do desenvolvimento pode interromper a ontogenia do SNC e estabelecer uma 

suscetibilidade a um “segundo golpe” na vida adulta. Sendo assim, o “primeiro golpe” 

aplicado neste trabalho foram as doses repetidas de LPS entre os DPNs 14 e 17, período 

correspondente a fase da infância em humanos (Ghasemi, Jeddi e Kashfi, 2021), com o 

propósito de mimetizar as infecções que ocorrem durante a infância e dão razão a “teoria da 

higiene”. Portanto, o objetivo do LPS era modular os sistemas de resposta imunológica para 

que quando houvesse um “segundo golpe”, o AVCi, o sistema imunológico não respondesse 

de forma tão exacerbada. 

Conforme encontrado anteriormente por Joaquim e colaboradores (2024) os dados 

obtidos mostraram que todos os animais que foram submetidos ao modelo de AVCi, induzido 

por MCAO, apresentaram déficit neurológico elevado em comparação com os animais do 

grupo controle, tanto uma hora, quando 24 horas após a isquemia. Inclusive, a exposição ao 

LPS repetidas vezes na infância não foi capaz de atenuar os danos causados pelo MCAO. No 
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entanto, a tolerância a endotoxina é caracterizada por atenuação da resposta inflamatória 

quando o organismo é exposto novamente àquele patógeno já conhecido (Bisas e Lopez-

Collazo, 2009) e isto não parece ter ocorrido neste estudo, uma vez que o segundo insulto foi 

um insulto estéril, o MCAO. 

Em contrapartida, a imunidade treinada é responsável por estruturar um mecanismo 

pró-inflamatório robusto contra desafios subsequentes e desconhecidos do sistema imune 

inato (Bekkering et al., 2021). Essa teoria pode ajudar a explicar os acontecimentos dessa 

investigação, uma vez que os níveis de citocinas pró-inflamatórias, como o TNF-α, IL-1β e 

IL-6 se encontraram elevadas nas estruturas do córtex frontal e hipocampo dos animais 

submetidos ao MCAO e/ou expostos ao LPS. Além disso, a IL-10 se apresentou em níveis 

diminuídos nas mesmas regiões e nos mesmos grupos. 

Em pacientes após AVCi e modelo animal de MCAO também foram encontrados 

níveis elevados de TNF-α (Joaquim et al., 2024; Zhu et al., 2022), assim como IL-1β (Allan, 

Tyrrell e Rothwell, 2005; Joaquim et al., 2024; Zhu et al., 2022) e IL-6 (Joaquim et al., 2024). 

Sendo a elevação dessa última pode ser associada ao reparo cerebrovascular (Choi et al., 

2023) e a ação sinérgica do TNF-α e IL-1β na síntese de IL-6 (Joaquim et al., 2024). 

Ao avaliarem os efeitos inflamatórios após injeção de 100 μg/Kg de LPS no DPN 14, 

foi observado que após três horas da aplicação da endotoxina, tanto no plasma, quanto no 

hipotálamo, hipocampo, córtex pré-frontal e amígdala apresentaram expressão aumentadas de 

TNF-α, IL-1β e IL-10 (Dinel et al., 2014) Além disso, em um modelo animal de AVCi qautro 

semanas após a imunidade treinada, apenas uma dose de LPS (500 μg/kg), foi capaz de 

induzir ativação microglial e aumentar a liberação de IL-1β, IL-6 e TNF-α pela micróglia, o 

que agrava ainda mais os danos cerebrais gerados pelo AVCi, (Feng et al., 2020). No cérebro, 

a expressão de IL-1β e TNF-α pode ser regulada por IL-10 (Strle et al., 2001). Então é 

plausível que os níveis de IL-1β e TNF-α estejam inversos ao nível de IL-10, sendo esta 

alteração possivelmente um efeito da imunidade treinada na infância. 

Uma série de respostas contribui para o processo patológico de isquemia além da 

inflamação, como EO, recrutamento de células imunes e ativação da micróglia (Kim, 

Nogueira e Haussen, 2019). As lesões de reperfusão são causadas principalmente pelo EO e 

inflamação, sendo que o EO também pode desencadear uma resposta inflamatória (Cao et al., 

2023). Uma das primeiras células a chegar no cérebro após o AVCi ou em uma infecção, são 

os neutrófilos, assim que são recrutados para ativação e infiltração (Perez-de-Puig et al., 

2015) e são os grandes detentores da MPO. A atividade da enzima MPO foi intensificada após 

o AVC nos grupos submetidos ao MCAO em córtex frontal e hipocampo enquanto a 
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concentração de nitrato/nitrito, foi aumentada no córtex frontal. Porém, a exposição ao LPS 

na infância foi capaz de proteger somente o hipocampo contra o aumento apenas de 

nitrato/nitrito. Estudos anteriores mostraram atividade elevada de MPO após oito dias do 

MCAO (Joaquim et al., 2024), assim como número de neutrófilos elevados no hemisfério 

isquêmico até uma semana após o MCAO transitório (Cai et al., 2020), além de níveis 

maiores de MPO estarem positivamente relacionados com a gravidade do AVC em pacientes 

(Maestrini et al., 2020). Porém, a exposição ao LPS na infância não protegeu o córtex frontal 

contra o aumento da atividade da MPO após MCAO. 

O AVCi apresenta na clínica e em estudos pré-clínicos prejuízos neurológicos 

associados aos danos lipídicos e proteicos (Maxwell et al., 1998). O MDA elevado reflete o 

dano lipídico decorrente do MCAO, sendo encontrado após 24 horas (Fu et al., 2022). Já o 

dano associado às proteínas sulfidrilas podem ser verificados através da integridade dos 

conteúdos de sulfidrila, que quanto menores estiverem, significa que mais dano oxidativo 

prejudicaram o sistema (Tang e Hsu, 1974). Os resultados mostraram que ambos os grupos 

submetidos ao MCAO apresentaram diminuição do conteúdo de sulfidrilas e que a exposição 

ao LPS na infância protegeu o hipocampo dos danos lipídicos, mas não dos danos às proteínas 

sulfidrilas. 

Por fim, a defesa antioxidantes pode estar alterada no AVCi, como encontrado no 

presente estudo, onde os grupos submetidos ao MCAO apresentaram atividade diminuída das 

enzimas antioxidantes SOD, em hipocampo, e CAT em córtex frontal e hipocampo. O grupo 

exposto ao LPS também apresentou as duas enzimas diminuídas. No entanto, a exposição ao 

LPS não permitiu que a atividade da CAT fosse significativamente diminuída após o MCAO. 

Anteriormente estudos aplicando modelos de isquemia também encontraram diminuição da 

atividade da SOD após 14 dias (Fu et al., 2022), e da CAT após oito dias (Joaquim et al., 

2024). Alguns pesquisadores abordam melhoras inflamatórias após a exposição ao LPS 

(Biswas e Lopez-Collazo, 2009). Logo, é possível que ele exerça proteção em alguns 

parâmetros de EO após segundo insulto, como ocorreu na concentração de nitrito e nitrato e 

na atividade da enzima CAT na região do córtex frontal, assim como no MDA equivalente no 

hipocampo. 

Sendo assim, parece que a modulação imunológica no início da vida pode reprogramar 

as respostas imunológicas, alterando como o sistema imunológico adulto responde a um 

desafio imunológico subsequente. Seja por meio da produção prolongada ou exagerada de 

citocinas pró-inflamatórias e diminuição da regulação anti-inflamatória ou o contrário. A 

literatura apresenta metodologias heterogêneas acerca do protocolo de exposição ao LPS, 
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sendo empregados diferentes sorotipos de LPS, período de exposição, período da vida do 

animal exposto e diversos tipos de segundo insulto. O período de exposição ao LPS entre o 

DPN 14 e DPN 21 já é bem consolidado e é considerado como uma “janela crítica” para os 

efeitos na resposta febril em animais adultos expostos novamente ao LPS. No entanto, devem 

existir outros pontos de tempo críticos durante o desenvolvimento para a programação de 

outros aspectos da fisiologia adulta, como o AVCi. De fato, Spencer, Heida e Pittman (2005) 

demonstraram que existem aspectos distintos na fisiologia adulta que dependem do segundo 

desafio e do período de desenvolvimento que o organismo foi exposto ao primeiro insulto.  
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6. CONCLUSÃO 

 

O presente estudo demonstra pela primeira vez os efeitos da exposição ao LPS 

sistêmico, na dosagem de 50 μg/kg, administrado repetidas vezes, no período correspondente 

à infância, sobre os parâmetros de desenvolvimento, respostas inflamatórias e de EO.  

Tomados em conjunto, os resultados mostram que a exposição ao LPS não é capaz de 

modular como um todo o desfecho da inflamação e do EO nas regiões de córtex frontal e 

hipocampo, causados pelo MCAO. Mas sim, ele é capaz de realizar o treinamento da 

imunidade inata como visto em alguns parâmetros inflamatórios, o que poderia ser útil para 

outras patologias como segundo insulto.  

Novos estudos investigando métodos de inibição da imunidade treinada poderão servir 

para o desenvolvimento de potenciais terapêuticos para o AVCi, assim como outros insultos 

secundários devem ser aplicados para destrinchar os mecanismos de modulação 

imunológica infantil. 
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ANEXO A – PARECER DE APROVAÇÃO DA COMISSÃO DE ÉTICA NO USO DE 
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