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RESUMO

Introducgao: O diabetes mellitus (DM) é um importante fator de risco para o acidente vascular
cerebral isquémico (AVCi). Entretanto, os mecanismos que interligam essas condi¢des, assim
como a influéncia dos gé€neros entre essas interacdes, permanecem insuficientemente
caracterizadas. Objetivo: Este estudo investigou a resposta inflamatdria sexo-especifica em
ratos Wistar submetidos a um modelo experimental de AVCi ap6s indugdo do DM. Métodos:
Ratos Wistar de 60 dias (28 machos e 28 fémeas) foram submetidos a indu¢ao de DM com
aloxana (150 mg/kg, via intraperitoneal) e, 72 horas depois, a induc¢do de isquemia por oclusao
da artéria cerebral média (MCAO). Os animais foram distribuidos nos seguintes grupos:
sham+sham, DM+sham, sham+AVCi ¢ DM+AVCi. Os déficits neuroldgicos foram avaliados
1 hora e 24 horas apds a MCAO. Apos 24 horas, estruturas cerebrais - cerebelo, hipocampo,
estriado, cortex pré-frontal e cortex total - foram coletadas para quantificagdo de citocinas
inflamatorias e mensuracdo do volume de infarto. Resultados: O DM exacerbou a resposta
inflamatoria e agravou os desfechos neuroldgicos apés o AVCi; entretanto, esses efeitos foram
dependentes do sexo. Machos apresentaram niveis mais elevados de citocinas inflamatorias,
maior comprometimento neurologico e volumes de infarto mais extensos quando comparados
as fémeas. Em contraste, as fémeas demonstraram uma resposta inflamatéria atenuada € menor
dano tecidual, sugerindo um efeito relativamente neuroprotetor. Conclusido: O sexo bioldgico
modula de forma significativa a suscetibilidade ao dano isquémico no contexto do DM. Esses
achados reforcam a importdncia de considerar -caracteristicas sexo-especificas no
desenvolvimento de estratégias terapéuticas direcionadas a pacientes diabéticos com risco de
AVCi.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus; Acidente Vascular Cerebral Isquémico; Caracteristicas
sexuais; Neuroinflamagao; Hiperglicemia.



ABSTRACT

Introduction: Diabetes mellitus (DM) is an important risk factor for ischemic stroke (IS).
However, the mechanisms linking these conditions, as well as the influence of sex on these
interactions, remain insufficiently characterized. Objective: This study investigated the sex-
specific inflammatory response in Wistar rats subjected to an experimental model of IS
following DM induction. Methods: Sixty-day-old Wistar rats (28 males and 28 females) were
subjected to DM induction with alloxan (150 mg/kg, intraperitoneally) and, 72 hours later,
ischemia induction by middle cerebral artery occlusion (MCAO). Animals were allocated into
the following groups: sham+sham, DM+sham, sham+IS, and DM+IS. Neurological deficits
were assessed 1 hour and 24 hours after MCAO. After 24 hours, brain structures - cerebellum,
hippocampus, striatum, prefrontal cortex, and total cortex - were collected for quantification
of inflammatory cytokines and measurement of infarct volume. Results: DM exacerbated the
inflammatory response and worsened neurological outcomes after IS; however, these effects
were sex-dependent. Males exhibited higher levels of inflammatory cytokines, greater
neurological impairment, and larger infarct volumes compared to females. In contrast, females
showed an attenuated inflammatory response and reduced tissue damage, suggesting a
relatively neuroprotective effect. Conclusion: Biological sex significantly modulates
susceptibility to ischemic injury in the context of DM. These findings highlight the importance
of considering sex-specific characteristics in the development of targeted therapeutic strategies
for diabetic patients at risk of IS.

Keywords: Diabetes Mellitus; Ischemic Stroke; Sex Characteristics; Neuroinflammatory;
Hyperglycemia.
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1 INTRODUCAO

1.1 Diabetes mellitus: aspectos fisiopatologicos e complicagdes vasculares

O Diabetes Mellitus (DM) consiste em um grupo de doencas metabodlicas
caracterizadas por hiperglicemia cronica, resultando principalmente da deficiéncia da secre¢ao
de insulina pelas células beta pancredticas (Diabetes Melito tipo 1 - DM1) ou da resisténcia
periférica @ acdo da insulina (Diabetes Melito tipo 2 - DM2) (Zhang et al., 2020). A
hiperglicemia pode ocorrer em individuos que ndo sdo diabéticos, mas que apresentam niveis
elevados de glicose no sangue, o que pode ser um fator de risco para diversas condicdes,
incluindo acidente vascular cerebral (AVC) (Zhu et al., 2019).

Nos ultimos anos, o DM evoluiu de uma preocupagdo médica centrada em distarbios
metabolicos para uma condi¢do complexa, levando a complicagdes graves, como doencas
cardiovasculares, neuropatias, retinopatias e nefropatias (Aderinto et al., 2023). Trata-se de
uma condig¢do cronica que compromete a metabolizagdo da glicose (Youn et al., 2024), sendo
diagnosticada por valores ocasionais de glicose sérica > 200 mg/dL (> 11,1 mmol/L) ou
glicose sérica > 126 mg/dL (7,0 mmol/L) apds jejum de 8 a 12 horas (American Diabetes
Association, 2018; Petersmann et al., 2019). Da mesma forma, niveis elevados de
hemoglobina glicada (HbAlc) > 6,5% também fazem parte do diagnéstico de DM (Shepard,
2019).

O DMI ¢ reconhecido na literatura como diabetes insulinodependente (Lovic et al.,
2020). Embora seja mais prevalente na infancia e adolescéncia, seus sintomas também podem
surgir na vida adulta ou em idades mais avancadas (Katsarou et al., 2017). A etiologia do DM1
permanece incerta; no entanto, fatores genéticos e ambientais estdo intimamente associados
como desencadeadores do processo imunologico envolvido na fisiopatologia da doenga
(Dimeglio Evans-Molina; Oram, 2018). Apesar de sua gravidade e impacto na saide publica,
o DMI representa uma parcela menor da totalidade dos casos de DM, sendo
significativamente menos prevalente do que o DM2 (American Diabetes Association, 2017).

A fisiopatologia do DM2 ¢ a resisténcia a insulina, que resulta na incapacidade parcial
de resposta dos tecidos periféricos a insulina produzida pelo organismo. Dessa forma, na
medida em que a doenga progride, as células B-pancreaticas sdo afetadas pela condicao
sistémica de hiperglicemia e a disfun¢do na secre¢@o desse hormonio pode aumentar, causando
complicagdes cronicas semelhantes as ocorridas no DM1 (American Diabetes Association,

2017; Defronzo, 2009). Outros mecanismos adicionais envolvidos na progressio do DM2
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envolvem a inflamacdo, o estresse oxidativo e a disfungdo mitocondrial (Hoogwerf, 2020;

Rojas et al., 2021).

A etiologia do DM2 ¢ multifatorial e estd intimamente relacionada a uma combinagao
de fatores genéticos e ambientais, associados a fatores de risco modificaveis, como sobrepeso,
obesidade, sedentarismo e dietas altamente caloricas. A obesidade € considerada um dos
principais fatores de risco modificaveis, pois esta associada a anormalidades metabolicas que
cursam com inflamagdo e lipotoxicidade, dois mecanismos responsaveis por promover a
resisténcia a insulina (Galicia-Garcia et al., 2020). Além disso, fatores psicossociais e

socioecondmicos também podem impactar os mecanismos relacionados a fisiopatologia do

DM2, assim como outras afec¢des (Bliiher, 2019).

Estudos prospectivos focados na prevengao do DM2, como o “Diabetes Prevention
Program” e o “Diabetes Prevention Study”, demonstram que mudangas no estilo de vida
podem reduzir em 39% o risco de desenvolvimento da doenga e que essa talvez seja a principal
intervengo na redu¢do do risco a longo prazo, assim como nas complicagdes microvasculares e
macrovasculares decorrentes da mesma (Haw et al., 2017; Yu; Suissa, 2016) que configuram
como principais causas de morbimortalidade em individuos acometidos (Cole; Florez, 2020;

Koenen et al., 2021).

As lesdes microvasculares associadas a comorbidade incluem retinopatia, neuropatia e
nefropatia diabética, causadas devido a hiperglicemia crdnica, condi¢des que resultam de
danos cumulativos ao endotélio vascular (Faselis et al., 2020), além das complicagdes
macrovasculares, manifestadas predominantemente como doencas cardiovasculares e
cerebrovasculares (Olesen et al., 2019; Verma et al., 2019). No entanto, o comprometimento
vascular ndo ¢ o Unico fator responsavel pelos resultados negativos da doenga, ha também um
conjunto de disfungdes metabodlicas associadas ao DM, entre as quais se destacam os efeitos

toxicos das concentracdes cronicamente elevadas de glicose (Kouvari et al., 2022).

1.2 Epidemiologia do diabetes mellitus

O DM configura-se como um grande problema de satide ptblica no século XXI, com
um aumento alarmante de casos nos ultimos anos em todos os continentes. Segundo dados do
Atlas de Diabetes da Federagdo Internacional de Diabetes (2025a), existem atualmente 589
milhdes de pessoas com a comorbidade no mundo, o que corresponde a aproximadamente um
em cada nove adultos, entre 20 e 79 anos. Destes, quase metade desconhece que possui a

condicdo. As projegoes indicam que até 2050 mais de 853 milhdes de pessoas (uma em cada
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oito) viverao com o DM (International Diabetes Federation, 2025a).

Além da obesidade, o envelhecimento populacional, o sedentarismo e as mudangas no
padrdo alimentar t€ém desempenhado papel central na elevacao da incidéncia e prevaléncia do
DM2 na escala mundial (Bliiher, 2019). Em 2010 existiam mais de 285 milhdes de pessoas,
com mais de 20 anos de idade, convivendo com algum tipo de DM, e as expectativas sdo que
para 2030 os numeros possam chegar a 439 milhdes de portadores (Shaw; Sicree; Zimmet,
2010).

De modo geral, mulheres adultas apresentam maior predisposi¢do ao desenvolvimento
da obesidade, enquanto os homens tendem a ter maior propensao a ocorréncia de DM2 (Flegal,
2010). No entanto, estudos mais recentes indicam que essa diferenga entre os sexos pode nao
ser estatisticamente significativa, indicando que multiplos fatores — genéticos, hormonais e
ambientais — influenciam essa associagdo (Khan et al., 2019).

Individuos com diagnostico de DM apresentam risco aumentado de mortalidade
quando comparados a populagdo ndo diabética, em decorréncia de complicagdes metabdlicas,
cardiovasculares e infecciosas (Taylor et al., 2013). Esse cendrio se reflete nas estatisticas
globais: a mortalidade por DM tem aumentado significativamente nos Gltimos anos. Em 2024, a
doenga foi responsavel por 3,4 milhdes de mortes em todo o mundo, o que equivale a uma
morte a cada seis segundos (International Diabetes Federation, 2025b).

No Brasil, os dados de 2023 da Vigilancia de Fatores de Risco e Prote¢do para Doengas
Cronicas por Inquérito Telefonico (Vigitel) indicavam que 10,2% da populagdo adulta
convivia com DM, representando um aumento em relagdo a 2021, quando o indice era de 9,1%
(Brasil, 2023). Entre as 27 capitais avaliadas, a prevaléncia do diagnéstico médico foi maior
entre mulheres (11,1%) do que entre homens (9,1%), e observou-se uma reduc¢do da frequéncia
a medida que aumentava o nivel de escolaridade. As projecdes apontam que até 2050, o
nimero de brasileiros acometidos poderd chegar a 24 milhdes (International Diabetes

Federation, 2025¢).

1.3 Acidente vascular cerebral: bases fisiopatologicas e implicagdes clinicas

O Acidente Vascular Cerebral (AVC) ou derrame cerebral (Turner et al., 2021) ¢
caracterizado pela morte celular neuronal subita, devido a interrup¢do do fluxo sanguineo
geralmente causada pela obstrucdo (por €mbolo ou trombo) ou ruptura de uma artéria cerebral.
Essa interrupcdo leva a hipoxia tecidual, provocando danos neuronais irreversiveis e
desencadeando uma série de respostas moleculares (Su et al., 2020).

O AVC ¢ classificado em dois tipos principais conforme sua etiologia: acidente
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vascular cerebral isquémico (AVCi) e acidente vascular cerebral hemorragico (AVCh)
(Correa-Paz et al., 2021; Xu et al., 2021). Individuos que ja sofreram um episddio de AVC
apresentam risco significativamente maior de recorréncia (World Health Organization, 2020).

A etiologia do AVCi esta majoritariamente associada a trombose ou embolia decorrente
de aterosclerose de grandes ou pequenos vasos, além de embolias de origem cardiaca,
hipoperfusdo sistémica, trombose venosa, oclusdo de pequenos vasos ou causas indefinidas
que comprometem a perfusdo cerebral (Pandya et al., 2011). As consequéncias podem ser
duradouras, afetando diversos aspectos do funcionamento fisico, cognitivo e emocional dos
acometidos (Schepers et al., 2007).

A fisiopatologia do AVCi envolve a interrupc¢do subita do fluxo sanguineo cerebral,
levando a privacao de oxigénio e nutrientes, o que resulta em lesdo irreversivel no ntcleo
isquémico e em uma area ao redor potencialmente recuperavel, chamada penumbra
(Abdullahi; Tripathi; Ronaldson, 2018). Esta oclusao pode ocorrer em uma artéria cerebral de
forma local ou distal. Localmente, a obstru¢cao em geral é causada pela formag¢ao de um trombo
ou pelo acimulo de placas aterosclerdticas nas paredes vasculares. Ja na forma distal, um
émbolo ou coagulo sanguineo se origina em outra parte do corpo e migra até o cérebro,
obstruindo uma artéria cerebral principal ou uma arteriola penetrante (Candelario-Jalil; Paul,
2021; Martinez-Coria et al., 2021; Bsat et al., 2021).

A falta de suprimento sanguineo desencadeia sintomas como confusdo, dificuldade na
fala, dorméncia e fraqueza nos membros, além de ativar mecanismos patoldgicos como
estresse oxidativo, inflamagdo, disfunc¢ao celular e morte neuronal (Lin et al., 2019; Wolska et
al., 2021). Esses processos compdoem a chamada cascata isquémica, que se desenvolve em trés
fases: aguda, subaguda e cronica. Na fase aguda (primeiras horas), ocorre inflamagao,
desequilibrio i6nico, excitotoxicidade, estresse oxidativo e necrose (Farooq et al., 2020; Zeng
et al., 2019). Na fase subaguda (dias seguintes), ha liberacao de citocinas, inflamag¢do continua
e aumento da permeabilidade da barreira hematoencefalica (BHE). J4 na fase cronica,
predomina o reparo tecidual e a resolu¢ao do processo inflamatério (Farooq et al., 2020).

Pneumonia e infecgdo do trato urinario sao complicagdes frequentes que afetam os
acometidos (Shi et al., 2018). Ademais, possui forte correlagio com o aparecimento de
transtornos emocionais, com a depressdo sendo a condi¢do psiquidtrica mais prevalente no
periodo pds-evento, impactando negativamente na reabilitagdo e na qualidade de vida (Ferrari;
Moretti; Villa, 2022). Além de serem observadas manifestacdes como ansiedade, instabilidade

emocional, irritabilidade, fadiga e alteracdes de humor (Kim, 2016; Vitturi et al., 2021).



21

1.4  Epidemiologia do acidente vascular cerebral

O AVC representa um dos maiores desafios de saide publica no mundo. Segundo a
American Heart Association (2009), ¢ a principal causa de incapacidade nos Estados Unidos
(Sims et al., 2020) e a segunda principal causa de morte global (Sedova et al., 2021). Em 2010,
foram registrados 11,6 milhdes de casos de AVCi e 5,3 milhdes de AVCh, com predominéncia
em paises de baixa e média renda (Ornello et al., 2018). J& em 2016, os casos de AVC
aumentaram para 13,7 milhdes, com 5,5 milhdes de 6bitos atribuidos a doenga — 2,7 milhdes
por AVCi e 2,8 milhdes por AVCh (Saini; Guada; Yavagal, 2021). No Brasil, entre 2008 e
2018, foram registrados 28.625 6bitos por AVC, com aumento das taxas de mortalidade nas
regides Sul e Sudeste (De Moraes Bernal et al., 2020).

A incidéncia de AVC ¢ maior entre negros e hispanicos nos EUA em compara¢do com
caucasianos (Maida et al., 2020). Em homens, a incidéncia ¢ de 62,8 por 100.000 habitantes,
enquanto nas mulheres ¢ de 59 por 100.000 habitantes, embora mulheres acima de 75 anos
tenham maior risco quando comparadas a homens da mesma faixa etaria (Mozaffarian et al.,
2016). Além disso, sdo responsaveis por piores desfechos apés um quadro de AVC, incluindo
aumento da incapacidade e redugdo da qualidade de vida, potencialmente devido a maiores
indices de ansiedade e depressdo, além de apresentarem sintomas atipicos com atrasos no
tratamento (Bushnell et al. 2018). O risco de AVC aumenta com a idade, afetando 75% dos
casos em pessoas acima de 64 anos (Przykaza, 2021), e cerca de um ter¢o dos episoddios

ocorrem em individuos mais jovens (Maida et al., 2020).

1.5 Diabetes mellitus e mecanismos fisiopatoldgicos da lesdo cerebral isquémica

O DM ¢ um fator de risco significativo para o AVCi (Virani et al., 2021). Estudos
demonstram que, para cada aumento de 1% nos niveis de HbAlc, hd um acréscimo de 115%
no risco relativo (RR) de ocorréncia de um episdédio de AVC (Folsom et al., 1999; Selvin et
al., 2008). Evidéncias adicionais indicam que individuos com DM?2 apresentam uma
incidéncia e mortalidade por AVCi de duas a quatro vezes maiores em compara¢ao com nao
diabéticos, além de maior risco para outras doencas cardiovasculares (Beckman; Creager;
Libby, 2002; Haftner et al., 1998; Liu; Sorooshyari, 2021; Luitse et al., 2012).

A hiperglicemia, tanto cronica quanto aguda, esta associada a desfechos mais graves
no AVCi, independentemente do status glicémico prévio. Uma meta-analise conduzida por
Lau et al. (2019) demonstrou que a presen¢a de hiperglicemia durante um episédio de AVCi

estd correlacionada a maior mortalidade, déficits neuroldgicos mais intensos, piores desfechos
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funcionais e maior probabilidade de recorréncia. Esses efeitos adversos sdo parcialmente
explicados pela intensificagdo da resposta inflamatoria, ja& que a hiperglicemia promove
ativacdo microglial exacerbada e aumento de fendtipos pro-inflamatorios, contribuindo para o
agravamento dos comprometimentos cognitivo e funcional (Bari¢; Dobrivojevi¢ Radmilovié,
2021).

A interrup¢ao do fluxo sanguineo cerebral ocasiona hipéxia tecidual, e a subsequente
reperfusdo, que embora necessaria, pode intensificar o dano local, caracterizando a lesdo de
isquemia-reperfusdo (Gong et al., 2017). Este processo desencadeia uma cascata de eventos
metabolicos, iniciados pela insuficiéncia na producdo de energia e aumento do influxo
intracelular de calcio, promovendo a liberagdo exacerbada de neurotransmissores excitatorios,
como o glutamato, que contribui para a ativagdo de vias apoptoéticas, culminando em dano
neuronal irreversivel (He et al., 2021).

No contexto do DM, fatores como disfun¢do endotelial, aumento da trombogénese,
hipertensao e dislipidemia favorecem o desenvolvimento da aterosclerose, que podem levar a
interrup¢do do fluxo sanguineo cerebral (Wang et al., 2021). O processo inicial da
aterosclerose come¢a com o dano endotelial, que desencadeia o recrutamento de células
inflamatoérias e adesao leucocitaria ao endotélio lesado (Linton et al., 2000). A liberagao de
citocinas inflamatorias, como interleucina-1 (IL-1) e interleucina-6 (IL-6), perpetua essa
condi¢do, enquanto a oxidacao da lipoproteina de baixa densidade (LDL) favorece a formagao
do fibroateroma. A evolugdo dessas lesdes pode resultar na ruptura da placa, expondo seu
contetido trombogénico, o que leva a ativagdo plaquetaria, agregacdo e formacao de trombo,
culminando na oclusio arterial e na instalagdo do AVCi (Galicia-Garcia et al., 2020).

Em um estudo de Li et al. (2020), o DM agravou as respostas inflamatdrias p6s-AVC
por meio da ativacdo do inflamassoma NLRP3, em modelo experimental, o que corrobora o
papel da resposta imune inata no agravamento do dano isquémico em individuos com diabetes.
De forma semelhante, Zhang et al. (2020) demonstraram que a associagdo entre DM e
isquemia cerebral induzida por oclusdo bilateral das artérias cardtidas comuns resultou em
déficits cognitivos intensificados, morte neuronal e neuroinflamag¢do com ativagdo microglial

exacerbada.

1.5.1 Transporte de glicose e vulnerabilidade neuronal em condigdes isquémicas
Apesar de representar apenas 2% da massa corporal, o cérebro consome cerca de 20%

do oxigénio inalado, 15% do débito cardiaco e 25% da glicose circulante, refletindo sua alta
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demanda energética (De Melo et al., 2021; Luna et al., 2021). A glicose atinge o sistema
nervoso central principalmente por meio dos transportadores GLUT1 e GLUT3 nas células
endoteliais da BHE, além de GLUT1, GLUT2 e GLUT4 nos astrocitos (Rojas et al., 2021;
Mcallister et al., 2001).

Esse transporte pode ocorrer independentemente da insulina, sobretudo em situagdes
de hiperglicemia (Kouvari et al., 2022; Tomlinson; Gardiner, 2008). No entanto, a BHE nao
consegue impedir totalmente a entrada de glicose em excesso no cérebro, especialmente em
condi¢des inflamatorias que comprometem sua integridade e favorecem o transporte passivo
de substancias potencialmente toxicas (Jacob et al., 2002; Rom et al., 2020). Como
consequéncia, a hiperglicemia persistente pode induzir neurotoxicidade e ativar mecanismos
prejudiciais a sobrevivéncia neuronal (Kawahito; Kitahata; Oshita, 2009).

Nesse cendrio de transporte energético cerebral, destaca-se o papel do GLUT1 como o
principal transportador de glicose no sistema nervoso central, sendo altamente expresso nos
astrocitos, que oferecem suporte metabolico essencial aos neuronios, permitindo a captagao
direta de glicose da corrente sanguinea (Mcallister et al., 2001; Rojas et al., 2021; Wei et al.,
2023). Os neurdnios e as células endoteliais da BHE também expressam esse transportador
em niveis significativos. Paralelamente, outros membros da familia GLUT desempenham
fungdes complementares: o GLUT3, amplamente expresso em neurdnios, microglias,
astrocitos e endoteliocitos, e o GLUT4, presente em astrocitos e microglias, sugerem uma
regulacdo fina da entrada de glicose no cérebro de acordo com a demanda energética e
condi¢des fisiopatologicas (Cheng et al., 2021; Nijland et al., 2014).

A glicdlise anaerdbica na presenga de hipdxia, ocasionada pela obstrugdo cerebral,
ainda produz algum ATP, embora de forma ineficiente, através do metabolismo da glicose e
do glicogénio, o que se torna insuficiente e resulta em falha da funcdo celular. Esta situagdo ¢
agravada pela hiperglicemia, pois o metabolismo anaerdbico ¢ ainda mais ativado com o efeito
geral de aumento do lactato e da acidose metabolica tecidual em relagdo ao nivel de glicose
no sangue (Ferrari; Moretti; Villa, 2022).

Na normoglicemia, ocorre uma rapida restauracdo dos metabolitos de fosfato de alta
energia (notadamente ATP) dependendo do ambiente metabolico e funcional das mitocondrias,
como mostrado na recuperagdo pds-isquémica até 96 h em ratos adultos e idosos (Villa et al.,
2013; Ferrari et al., 2018). Em contraste, a hiperglicemia exacerba a acidose cortical e a fun¢ao
mitocondrial, mas ao mesmo tempo retarda a recuperacdo dos fosfatos de alta energia e do pH.
Além disso, foi demonstrado em modelos experimentais que mitocondrias lesionadas pela

isquemia contém grandes quantidades de espécies reativas de oxigénio (ERO), principalmente
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superoxido, ao passar equivalentes redutores de glicose para o ion oxigénio (O2) (Kalogeris et
al., 2014).

A penumbra é uma area subperfundida na regido de isquemia ao redor do nucleo de
infarto irreversivel, e pode ser recuperavel devido a uma menor redu¢do no fluxo sanguineo,
j& que pode desfrutar de algum fluxo residual (pela circulacdo colateral) e fluxo de glicose, no
qual pode aliviar a ineficiéncia energética através da glicdlise e piorar a acidose, tornando esta
regido vulneravel em condigdes de hiperglicemia (Rosso et al., 2011). Além disso, a acidose,
um disturbio do equilibrio acido-base, tem sido identificada como um fator relevante na
citotoxicidade e na morte celular, causada pela hiperglicemia.

Pesquisas realizadas por Back et al. (1994) demonstraram que a acidose leva a uma
diminui¢do da contagem de células em modelos experimentais de AVCi, um efeito que
também foi observado em pacientes com isquemia cerebral, tanto diabéticos quanto nao
diabéticos, ressaltando que essa condigao esta associada a desfechos clinicos desfavoraveis.

A relagdo entre citotoxicidade e edema cerebral é igualmente significativa. De acordo
com os achados de Song et al. (2003), a morte celular induzida pela acidose pode exacerbar o
inchago cerebral, complicando ainda mais o quadro clinico. Além disso, o estresse oxidativo
pode comprometer a integridade da BHE. Estudos realizados por Zhang, Yan, Shi (2016) e por
Venkat, Chopp, Chen (2017) evidenciam que o aumento da atividade oxidante pode resultar
na ruptura desta barreira. Esta condi¢do, por sua vez, ndo s6 aumenta a sua permeabilidade,
mas também acentua o edema cerebral, contribuindo para um aumento na taxa de
transformagao hemorragica dos infartos, como demonstrado em pesquisas de Paciaroni et al.
(2009) e Won et al. (2011).

Além disso, na isquemia cerebral, a hiperglicemia leva ao acimulo extracelular de
glutamato no neocortex, resultando em uma elevacdao dos niveis intracelulares de Ca*". Este
aumento de célcio ¢ um precursor da liberacdo de citocromo C no citoplasma, levando a
ativacdo da caspase-3 e, consequentemente, intensificando a morte neuronal isquémica,
conforme demonstrado por estudos de Li et al. (2001).

A hiperglicemia também influencia a saude neurovascular, prejudicando a
recanalizagdo e reduzindo o fluxo sanguineo cerebral, exacerbando o dano isquémico. As
respostas neuroinflamatdrias desencadeadas pela hiperglicemia agravam ainda mais a lesao
neuronal, destacando a natureza multifacetada da lesdo cerebral hiperglicémica (Ferrari;

Moretti; Villa, 2022).

1.6  Neuroinflamacao
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A neuroinflamagdo ¢ uma resposta imune caracterizada pela ativagdo de células imunes
do sistema nervoso central (SNC). Esse processo inflamatério tem sido associado a uma
ativacdo de citocinas pré-inflamatorias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) ¢ a
interleucina-1 beta (IL-1B), que desencadeia uma cascata inflamatéria resultando em danos
significativos ao cérebro (Eisenhut, 2018; Lin et al., 2021). Niveis elevados de TNF-a estdao
associados com disfun¢do cognitiva em pacientes com DM, enquanto a IL-1f tem se associado
com ativacdo de vias que levam a morte celular, ¢ ambas implicadas na alteracdo da
homeostase do microambiente cerebral, comprometendo fung¢des neurogliais e sindpticas
(Rom et al., 2019; Wei et al., 2023). Essas descobertas destacam a relagdo direta entre
hiperglicemia, neuroinflamagdo e subsequentes efeitos adversos ao SNC, enfatizando a
importancia de compreender essa interconexao para desenvolver abordagens terapéuticas mais
eficazes.

A hiperglicemia cronica, comum no DM, atua como um sinal de estresse metabolico
ao SNC, induzindo a ativacdo de células gliais, como microglias e astrocitos, que
desempenham papéis fundamentais na resposta imune do cérebro (Amici; Dong; Guerau-De-
Arellano, 2017). A ativagdo das células microgliais em resposta a esse estresse pode levar ao
aumento da produ¢do de TNF-a, IL-1P e IL-6, além da liberagdo de ERO e espécies reativas
de nitrogénio (ERN), intensificando o quadro inflamatorio local (Devanney; Stewart; Gensel,
2020; Na; Jung; Kim, 2014).

Esse ambiente pro-inflamatério também pode comprometer a integridade da BHE,
facilitando a entrada de componentes inflamatdrios sist€émicos que circulam em individuos
com hiperglicemia persistente (Rom et al.,2019). A medida que a inflamagio progride, as
micrdglias ativadas podem, paradoxalmente, induzir lesdes neuronais na tentativa de restaurar
a homeostase. Diante disso, a regulacdo adequada dessas células ¢ essencial para limitar os
efeitos neurotdxicos da resposta inflamatoria e preservar a integridade do SNC em pacientes

com diabetes (Feldman, 2022; Woodburn; Bollinger; Wohleb, 2021).

As alteracdes fisiologicas e funcionais desencadeadas pela hiperglicemia cronica no
SNC configuram um quadro clinico conhecido como encefalopatia diabética (Luna et al.,
2021). Nesse contexto, devido aos altos niveis de glicose no sangue, ha comprometimento da
integridade da BHE, facilitando a entrada de substincias potencialmente prejudiciais no SNC
e contribuindo para a intensificacdo da hiperglicemia cerebral (Bahadar; Shah, 2021; Takechi

et al., 2017).
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1.7 Dimorfismo sexual na vulnerabilidade ao AVCiassociado ao DM

O AVCi ¢ uma das principais causas de mortalidade e incapacidade no mundo, e seu
risco ¢ amplificado na presenca de DM, condi¢do que também apresenta diferengas de impacto
entre homens e mulheres. No estudo de Madsen et al. (2018), que avaliou diferencas sexuais
nos perfis de risco cardiovascular de pacientes com DM e AVCi, observou-se que mulheres
diabéticas apresentaram maior carga de fatores de risco e ocorréncia mais precoce de AVC em
compara¢do as mulheres sem diabetes, padrao ndo identificado entre os homens. Embora o
estudo ndo tenha investigado diretamente o estado menopausal ou os niveis hormonais, esses
achados sugerem que o sexo bioldgico modula de forma distinta os efeitos do diabetes sobre a
doenga cerebrovascular, levantando a hipdtese de que mecanismos biologicos especificos,
possivelmente relacionados a perda da protecdo hormonal ao longo da vida, possam contribuir
para esse agravamento no sexo feminino.

Convergindo com o estudo anterior, Dhamoon et al. (2018) analisaram desfechos pos-
AVC em pacientes com DM e observaram que, embora as mulheres apresentem menor
mortalidade ajustada, enfrentam maior risco de readmissdo por infarto do miocardio. Esses
resultados evidenciam que as diferencgas relacionadas ao sexo influenciam ndo apenas a
gravidade da doenca, mas também a resposta terapéutica e os desfechos clinicos, refletindo
ainda possiveis desigualdades socioecondmicas e no acesso a tratamentos adequados.

Seguindo a mesma linha de evidéncias, Soriano-Reixach et al. (2018) apontaram que
mulheres diabéticas apresentam maior numero de fatores de risco vascular e maior mortalidade
cardiovascular em comparagdo aquelas nao diabéticas. Segundo os autores, o DM exerce um
efeito mais deletério no sexo feminino, possivelmente mediado por fatores hormonais e
inflamatérios que amplificam os danos cerebrais.

A revisdo de Bushnell et al. (2018) refor¢a que o sexo bioldogico modula multiplos
determinantes do AVC, incluindo fatores de risco, respostas terapéuticas e desfechos clinicos,
0 que ¢ particularmente relevante no contexto de comorbidades como o DM. As autoras
apontam que mulheres podem apresentar perfis unicos de risco e responder de maneira
diferente as intervengdes, sugerindo que mecanismos bioldgicos intrinsecos ao sexo —
potencialmente incluindo influéncias hormonais e inflamatorias — contribuem para essas
diferengas.

Altaece & Gibson (2020), ao explorar diferengas sexuais na resposta a isquemia em
culturas de hipocampo, demonstraram ndo apenas maior grau de morte celular em tecido
derivado de machos, mas também que esteroides sexuais como estradiol e progesterona

modulam a sobrevivéncia neuronal de forma dimorfica, evidenciando que a eficéacia
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neuroprotetora de certos hormonios varia entre os sexos. Esses achados sustentam a hipotese
de que respostas celulares e moleculares a isquemia nao sdo uniformes entre machos e fémeas,
especialmente no contexto do DM.

Niu et al. (2023) revisaram a literatura sobre diferencas sexuais na regulagdo
imunoldgica ap6s AVCi e destacaram que homens e mulheres apresentam respostas imunes
distintas apds o dano isquémico, influenciadas por fatores bioldgicos como hormonios sexuais
e varidveis cromossomicas. Essas diferencas sdo percebidas na ativagdo de células microgliais
e mieloides, além da produgdo de citocinas pr6 e anti-inflamatorias, sugerindo que a
neuroinflamagdo pds-AVC ¢ profundamente modulada pelo sexo bioldgico. Essa lacuna
terapéutica reforca a necessidade de estratégias de prevencao e manejo ajustadas conforme o
sexo biologico (Coppola et al., 2019).

Diante desse conjunto de evidéncias, torna-se notavel que a relagdo entre DM e AVCi ¢
complexa e profundamente modulada pelo sexo bioldgico. Assim, compreender como o sexo
influencia a resposta neuroinflamatéria em modelos experimentais de AVC associado ao DM
representa um passo fundamental para o desenvolvimento de abordagens terapéuticas mais

especificas, eficazes e personalizadas.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar a resposta inflamatoria sexo-especifica em ratos Wistar submetidos ao modelo
experimental de Acidente Vascular Cerebral Isquémico, previamente expostos ao modelo de

Diabetes Mellitus.

2.2 Objetivos especificos

® Quantificar os niveis de glicemia capilar nos animais diabéticos submetidos ao AVCi;

® Avaliar o impacto do diabetes mellitus sobre o déficit neurologico apos o AVCi;

® Determinar as diferencas na extensao da area infartada em animais diabéticos
submetidos ao AVCi;

o Quantificar as citocinas inflamatérias TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-10 em amostras

encefalicas de animais diabéticos submetidos ao AVCi.

3  MATERIAL E METODO
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3.1 Tipo de estudo
Estudo experimental, controlado e randomizado, realizado em modelo animal,

utilizando ratos Wistar.

3.2 Aprovagao ética

O projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA)
da UNESC e recebeu o parecer de aprovacdo sob niimero de protocolo 17/2023 (Anexo A).
Os experimentos foram realizados de acordo com as diretrizes atuais para os cuidados de
animais de laboratério e as diretrizes éticas para investigagcdo da dor experimental em animais
conscientes no Brasil: Conselho Nacional de Controle ¢ Experimentagdo Animal (CONCEA),
Resolucdo Normativa n°® 30 de 2 de fevereiro de 2016 e Diretriz Brasileira para o Cuidado e a

Utiliza¢dao de Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Cientifica (DBCA).

3.3 Modelo experimental

No presente estudo, foram incluidos ratos Wistar adultos, machos e fémeas, com 60
dias de idade e peso corporal entre 250 e 300 g, que ndo foram previamente utilizados em
outros experimentos. Os animais foram fornecidos pelo biotério da UNESC, onde
permaneceram alojados até o término da fase experimental. O alojamento seguiu os principios
basicos de bem-estar animal, em ambiente fresco e arejado, com exaustdo ativa, ciclos de
claro/escuro de 12 horas, temperatura controlada de 23 £ 1 °C, e acesso a ragdo e agua ad
libitum. Os animais foram submetidos aos modelos experimentais de DM, induzido por
aloxana, e AVCi, induzido pelo método de oclusdo da artéria cerebral média (MCAOQ). Apos a
inducdo do AVCi, foi fornecida racdo umedecida para garantir a manuten¢do da ingestdao
alimentar diaria (Crapser et al., 2016). Ao término do experimento, os animais foram
submetidos a Morte Indolor Assistida (MIA), por meio da administragdo de associagdo
anestésica de cetamina e xilazina (Syntec, Brasil), seguida de decapitacdo em guilhotina, em
conformidade com as disposi¢des da Resolugdo n°® 1000 do Conselho Federal de Medicina

Veterinaria (CFMV), de 20 de junho de 2002.

3.4  Delineamento do estudo
Os 56 ratos Wistar adultos foram alocados randomicamente entre os grupos com e
sem inducdo de DM. Apos 18 horas de jejum, os animais receberam inje¢do intraperitoneal de

aloxana liquida (150 mg/kg) para inducdo de DM (Réus et al., 2016; Vieira et al., 2014). No
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segundo dia ap6s a administragdo de aloxana, realizou-se a aferi¢do da glicemia capilar através
da veia da cauda, utilizando glicosimetro. Animais com glicemia superior a 200 mg/dL foram
considerados diabéticos e incluidos no protocolo experimental (Pashapoor; Mashhadyrafie;
Mortazavi, 2015; Sahariah et al., 2023). No terceiro dia, todos os animais (diabéticos e
controles) foram submetidos a inducdo de AVCi pelo método de MCAO (Liu; Mccullough,
2011). Nos grupos placebo (sham), foi realizada cirurgia sem oclusao arterial efetiva.

Durante o protocolo experimental, ocorreram as seguintes avaliagdes:

1. Antes da indu¢do do AVCi: afericao da glicemia.

2. 1 hora ap6s o AVCi: aplicagdo do escore neurologico de acordo com Chen et al. (2001)
(Anexo B).

3. 24 horas apdés o AVCi: reavaliagdo do escore neuroldgico para monitoramento da

evolugao dos déficits funcionais.

Ao término do experimento, os animais foram submetidos a MIA, realizada por
anestesia com cetamina e xilazina (Syntec, Brasil), seguida de decapitacdo, conforme a
Resolugao n° 1000 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV).

No dia 0 (DO0), os animais receberam aloxana; no dia 2 (D2), ocorreu a confirmagao do
diabetes; no dia 3 (D3), a indu¢do de MCAO ou procedimento sham; no dia 4 (D4), a eutanasia
para coleta das estruturas cerebrais. Os grupos experimentais foram compostos por: sham +
sham (controle), sham + AVCi (apenas AVCi), DM + sham (apenas diabetes) e DM + AVCi

(diabetes e AVCi). O delineamento experimental estd ilustrado na Figura 1.



30

Figura 1 - Desenho experimental do estudo pré-clinico.
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No DO, ratos machos e fémeas receberam aloxana (150 mg/kg) para induzir DM. No D2, a glicemia foi aferida
para confirmar o diabetes (glicemia > 200 mg/dL). No D3, os animais foram submetidos a oclusdo da artéria
cerebral média (MCAO) ou sham. No D4, os animais sofreram eutanasia e o encéfalo total retirado para analise.
Os grupos experimentais incluiram: sham + sham (controle), sham + AVCi (apenas AVC), DM + sham (apenas
diabetes) e DM + AVCi (diabetes e AVCi). n representa o numero de animais em cada grupo.

Fonte: Da autora, 2025.

3.5 Ensaios, testes e técnicas

3.5.1 Modelo experimental de diabetes mellitus

A inducao experimental do DM foi realizada com aloxana (Sigma Chemical®, EUA),
diluida em agua para inje¢@o, administrada na dose de 150 mg/kg por via intraperitoneal (IP),
conforme descrito por Behr et al. (2008), Réus et al. (2016) e Vieira et al. (2014). Animais do
grupo controle receberam apenas solu¢do salina. O mecanismo de acdo da aloxana envolve
sua rapida captacao pelas células B-pancreaticas, promovendo a formacdo de ERO e dano aos
acidos nucleicos das ilhotas pancredticas, resultando em hiperglicemia (Lenzen; Munday,
1991).

A administracdo de aloxana foi realizada apds 18 horas de jejum, aumentando a
suscetibilidade a acdo da droga (Szkudelski, 2001). Apos 48 horas, a glicemia foi medida por
pungdo caudal, utilizando kits comerciais, de forma rapida e minimamente invasiva. Animais
com glicemia >200 mg/dL foram considerados diabéticos (Pashapoor; Mashhadyrafie;
Mortazavi, 2015; Sahariah et al., 2023).

Todos os animais submetidos a aloxana atingiram o nivel glicémico esperado, sem

descarte de individuos.



Figura 2 - Esquema representativo do modelo experimental de indugdo do DM.
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A administragdo de aloxana 150mg/kg em dose tinica ¢ capaz de promover disfun¢do das células B-pancreaticas e
promover o déficit na produgéo de insulina, culminando em hiperglicemia e condigdes clinicas do DM.

Fonte: Da autora, 2025.

3.5.2 Modelo experimental de AVCi

O AVC(i foi induzido através da técnica de MCAO (Liu; Mccullough, 2011), sob
anestesia inalatoria com isoflurano (Cristalia, Brasil) (1 L/min de O2 e 1 L/min O2 ambiente)
e mantidos sob anestesia utilizando um fluxo com variagdo de 1-2% de isoflurano com
vaporizador calibrado de kit de anestesia inalatéria (Hipnos 50 I® Previtech, Brasil).

Os animais foram posicionados em decubito dorsal, com uma seringa de 10 mL
colocada sob o pescoco para facilitar o acesso as artérias carotidas. Para a preparagdo do
campo operatorio, foi realizada tricotomia da regido cervical ventral e antissepsia com solugao
de clorexidina a 4% e alcool 70%. Na area destinada a incisao, administrado, por via
subcutinea, 0,1 mL de cloridrato de lidocaina a 2% sem vasoconstritor.

Em seguida, uma incisao longitudinal de aproximadamente 1 cm foi realizada na linha
média ventral da pele para exposigao das estruturas cervicais. A fascia superficial dissecada e
a glandula submandibular direita cuidadosamente rebatida lateralmente. No interior do
triangulo anatémico formado pelos musculos esternomastoide, esternohioideo e digéstrico, foi
realizada uma dissec¢do romba para expor a bifurcacdo da artéria carétida comum direita. Para
otimizar a visualizacdo, foi empregado um afastador cirurgico.

Com o auxilio de um estereomicroscopio binocular, o nervo vago e suas fibras
nervosas adjacentes a artéria cardtida foram delicadamente isolados e anestesiados com um
swab embebido em 0,1-0,2 mL de lidocaina a 2% sem vasoconstritor, visando analgesia

adicional e preveng¢do da sindrome do desconforto respiratdrio agudo.
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Ainda sob o esterecomicroscopio, procedeu-se a separacdo do nervo vago da artéria
cardtida comum (ACC) e da artéria cardtida interna (ACI), além disso foram cuidadosamente
dissociadas da féscia, tecido adiposo e vasos adjacentes, € um primeiro clipe vascular (CV1)
foi posicionado na ACC, a aproximadamente 0,5 cm da bifurcagao.

Artérias de menor calibre, como a artéria tireoidea superior (ATS) e a artéria occipital
(AO), foram cauterizadas utilizando um cauterizador portatil (Cautermax®), a fim de evitar
sangramentos apods a seccdo da ACE. Dois fios de sutura de seda 5-0 foram posicionados ao
redor da ACE: na porcdo distal, uma ligadura apertada foi realizada para ocluir o fluxo
sanguineo, ¢ a 0,2-0,3 mm da bifurcacdo da ACC, posicionada uma segunda ligadura mais
frouxa.

Posteriormente, um segundo clipe vascular (CV2) foi temporariamente colocado na
ACI para impedir o refluxo sanguineo durante o acesso pela ACE. Utilizando um micro
tesoura, uma pequena incisdo foi realizada, entre as duas suturas de seda, permitindo a
introdugdo de um monofilamento 4-0 com ponta siliconada (Doccol Corporation;
especificagoes: didmetro 0,19 mm; comprimento 30 mm; didmetro com revestimento 0,37 +
0,02 mm; comprimento do revestimento 3—4 mm) no lumen da ACE, direcionado em sentido
a ACI (Liu et al., 2009).

Ap6s a introducdo do monofilamento, a ACE foi ligada com fio de seda, evitando
sangramento de retorno. Em seguida, o CV2 retirado, permitindo o avango do filamento em
torno de 18—20mm pelo limen da ACI até a artéria cerebral média (ACM), até a percepcao de
uma leve resisténcia, caracterizando oclusdo eficaz (Gubskiy et al., 2018; Morris et al., 2016).

Concluida esta etapa, o CV1 foi removido da ACC, marcando o inicio da oclusdo da
artéria cerebral média (MCAO), onde foi mantida por 90 minutos (Figura 3 e 4). A sutura da
pele foi realizada com fio de nylon 3-0 (Shalon, Brasil). Os animais do grupo sham foram
submetidos a0 mesmo procedimento cirargico, com a exce¢do de que o fluxo sanguineo da
ACI nao foi ocluido.

Apos os 90 minutos de oclusdo, restabeleceu-se a reperfusdo cerebral, mediante a
retirada do monofilamento, sob anestesia inalatoria. Durante todos os procedimentos, a
temperatura corporal dos animais foi rigorosamente monitorada e mantida em
aproximadamente 36 + 1°C, utilizando um termometro digital a laser infravermelho (Liu;

Mccullough, 2011; Mccullough et al., 2003).
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Figura 3 - Esquema representativo do modelo experimental de AVCi por MCAO.

Um monofilamento inserido intraluminal promove a obstrugdo arterial e isquemia cerebral regional. ACC: artéria
cardtida comum; ACI: artéria cardtida interna; ACM: artéria cerebral média.

Fonte: Adaptado de Lemmerman et al. (2022).
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Figura 4 - Ilustrag@o dos principais vasos do pescoco do rato.
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O esquema demonstra os principais vasos arteriais do pescogo com o trajeto percorrido pelo monofilamento
revestido com silicone no modelo de AVCi por MCAO, bem com os locais de ligadura e oclusao temporaria com
clipe vascular. CCA: artéria car6tida comum; ECA: artéria carotida externa; ICA: artéria cardtida interna; PPA:
artéria pterigopalatina; BA: artéria basilar; SCA: artéria cerebelar superior; PCA: artéria cerebral posterior;
PcomA: artéria comunicante posterior; HTA: artéria hipotalamica; VTA: artéria talamica ventral; AchA: artéria
coroideia anterior; OPhA: artéria oftalmica; MCA: artéria cerebral média; ACA: artéria cerebral anterior; OIfA:
artéria olfatoria; ComACA: artéria cerebral comum anterior.

Fonte: Gubskiy et al. (2018).

3.5.3 Glicemia capilar

A aferi¢do da glicemia capilar realizou-se por meio de um monitor de glicose (G500
Bioland®) e fitas de glicemia da mesma fabricante. Para isso foi efetuada uma puncdo
sanguinea na veia caudal a fim de extrair uma gota de sangue para avaliagdo da glicemia
capilar. As medi¢des foram feitas em dois momentos distintos: o primeiro antes da indugdo da
DM, possibilitando a aferi¢do da glicemia basal apés 18 horas de jejum; o segundo momento
antes da indu¢do do AVCi, confirmando a indu¢do da DM em 48 horas e verificando a aptidao
dos animais para o processo de isquemia quando apresentavam glicemia capilar superior a 200
mg/dL. Todas as afericdes foram realizadas de modo a minimizar o estresse dos animais,

evitando assim que os niveis de glicemia se elevem devido ao manejo (Réus et al., 2016).
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3.5.4 Escore de avaliacao de déficit neurologico

A avaliag¢do neurocomportamental permitiu aferir o dano neurolégico clinico ou déficit
neuroldgico apos a inducdo do AVCi. Um sistema de classificagao de exame neurolégico na
forma de escala, foi utilizado, sendo denominado escore neurologico. Apds 1 hora do término
da indu¢do do AVCi, ja em condigdes fisioldgicas, um observador cego, seguindo os critérios
de pontuag¢do conforme descrito por Chen et al. (2001), iniciou uma minuciosa avaliagdo
técnica individual do exame clinico, pontuando na escala conforme sua avaliagdo. O exame
foi realizado logo apos a indu¢do do AVCi e 24 horas apds a reperfusdo, momento antes da
MIA. O exame consiste em verificar a presenga de déficits neuroldgicos, com testes motores,
testes sensoriais, testes de equilibrio e reflexos ou movimentos anormais, como crises
epilépticas, mioclonias e/ou miodistonias. Pontuacdes foram atribuidas para classificar
alteragdes presenciadas pelo observador, podendo alcangar pontuagdo maxima de 18 pontos

para o individuo que apresentasse alteracdo em todos os parametros avaliados (Anexo B).

3.5.5 Avaliacdo da area infartada

A extensdao do infarto cerebral e da penumbra, bem como a visualizagdo rapida e
confiavel do tecido cerebral hipdxico, foram determinadas utilizando-se o método de
coloracao descrito por Kramer et al. (2010). O procedimento seguiu etapas padronizadas para
garantir a precisdo na avaliagdo das lesdes cerebrais.

Inicialmente, o encéfalo foi removido do cranio e imediatamente mantido sob
refrigeracdo em gelo, a fim de preservar sua integridade estrutural e minimizar a degradagdo
tecidual. Esse resfriamento temporario contribui para estabilizar o tecido cerebral antes da
preparacao para os cortes.

Posteriormente, o encéfalo foi posicionado em uma matriz de corte especifica para
cérebro, projetada para garantir a obtencao de sec¢des uniformes. Utilizando laminas afiadas,
foram realizados cortes coronais manuais com espessura de 2 mm. Em seguida, as secgdes
obtidas imersas em solucao de Cloreto de 2,3,5-Trifeniltetrazolio (TTC) a 0,1%, proveniente
da Sigma Aldrich (EUA). Nesse processo, as areas vidveis do cérebro, que ndo sofreram
hipdxia, coraram-se em vermelho, enquanto as regides infartadas, incapazes de reduzir o TTC,
permaneceram incolores. Apos a coloragdo, as secgdes foram fixadas em solugdo de
formaldeido a 4%, com o objetivo de preservar a morfologia tecidual e impedir alteragdes nas
amostras.

A analise da extensao do infarto cerebral foi realizada com o auxilio do software

descrito por Kramer et al. (2010). As imagens digitalizadas das sec¢des coradas foram
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carregadas no programa, ¢ a extensao do infarto calculada com base na diferenca entre a area
total do hemisfério contralateral e a area da regido normal do hemisfério ipsilateral, dividida
pela area total do hemisfério contralateral. O valor obtido foi multiplicado por 100,

expressando a porcentagem de area infartada em relagdo ao hemisfério contralateral (Huang et

al., 2021).

3.5.6 Dosagem de marcadores inflamatérios

Amostras do tecido cerebral (cerebelo, cortex pré-frontal, hipocampo, estriado e cortex)
foram coletadas, homogeneizadas, isoladas e armazenadas a -80 °C até as andlises. A
quantificagdo das citocinas TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-10, foi mensurada por kits ELISA DuoSet
para ratos (Sigma Aldrich, EUA), de acordo com as recomendagdes do fabricante e os
resultados expressos em pg/mg de proteina, utilizando leitor de microplacas (Thermoplate

LX800G, Brasil) (Abaimov et al., 2024).

3.6 Analise estatistica

Os dados foram analisados quanto a normalidade utilizando o teste de Shapiro-Wilk e
quanto a homogeneidade de variancias usando o teste de Levene. Para os dados normais e com
homogeneidade de varidncia confirmada, testes paramétricos foram utilizados; caso contrario,
foram utilizados testes ndo paramétricos. Para as analises bioquimicas e de representagcdo de
imagem, os dados foram apresentados como média + erro padrdo da média (EPM) e analisados
por ANOVA, seguido de teste post hoc de Tukey. Os valores foram considerados significativos
quando p < 0,05. Todas as analises foram executadas utilizando o programa GraphPad Prism®

versao 9.0 e os graficos foram construidos no mesmo utilitario.

4 RESULTADOS

4.1 Diabetes mellitus induzido por aloxana em ratos por meio da promogao de
hiperglicemia

Neste estudo, a administracdo de aloxana como indutor do modelo experimental de
DM foi capaz de promover as condi¢des hiperglicémicas esperadas, confirmando, assim, o
sucesso da inducdo. Dessa forma, foi possivel observar elevacdes significativas nos niveis
séricos de glicose. No DO os animais estavam normoglicémicos na primeira medigao realizada

com glicosimetro e fitas de teste. Na segunda medicao, realizada no D2, ou seja, 48 horas apos a
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inducao do modelo experimental de DM, os niveis de glicose aumentaram significativamente,
atingindo mais do que o dobro da glicemia basal. Esse mesmo padrao foi observado tanto em
machos quanto em fémeas, confirmando o sucesso na inducao da hiperglicemia (Tabelas 1 e
2).

Nas fémeas do grupo sham+sham, ndo houve alteracdo significativa nos niveis
glicémicos entre o DO e D2 (228,1 = 69,8 mg/dL vs. 113,4 + 17,4 mg/dL; ns), indicando
estabilidade glicémica em fémeas ndo diabéticas sem inducdo de MCAO. No grupo
sham+MCAO, também ndo foram observadas diferencas significativas (202,0 = 82,9 mg/dL
vs. 225,4 £ 69,9 mg/dL; ns), sugerindo que a inducdo de AVCi em fémeas nao diabéticas nao
promove alteragdes agudas na glicemia capilar.

Em contraste, os grupos DM+sham ¢ DM+MCAO apresentaram elevagao significativa
da glicemia entre 0 DO e D2 (178,9 £ 59,4 mg/dL vs. 296,6 = 91,0 mg/dL e 218,5 + 70,4 mg/dL
vs. 331,8 + 124,2 mg/dL, respectivamente; p < 0,0001). Esses resultados confirmam que a
inducao do DM por aloxana foi efetiva nas fémeas, independentemente da indugdo de AVC,

com aumento robusto da glicemia capilar.

Tabela 1 - Mensuragdo da glicemia no modelo experimental do sexo feminino

Grupo Dia 0 (mg/dL) Dia 2 (48h) Valordep (0
(mg/dL) vs 48h)
sham+sham 228,1 + 69,8 1134+174 ns
sham+MCAO 202,0 £ 82,9 225,4 £ 69,9 ns
DM-+sham 178,9 £ 59,4 296,6 £ 91,0 Hokdkx
(<0,0001)
DM+MCAO 218,5+ 704 331,8 1242 ook
(<0,0001)

Fonte: Da autora, 2025.

Nos machos do grupo sham+sham, os niveis glicémicos ndo diferiram
significativamente entre o DO e D2 (109,2 = 11,7 mg/dL vs. 172,4 + 52,4 mg/dL; ns), assim
como no grupo sham+MCAO ndo houve alteragdo significativa (170,9 + 52,9 mg/dL vs. 169,9
+ 62,8 mg/dL; ns).

Ja nos grupos DM+sham e DM+MCAO, a indugdo do diabetes resultou em aumento
significativo da glicemia capilar (173,9 + 46,0 mg/dL vs. 237,3 + 77,3 mg/dL e 165,7 £ 50,9
mg/dL vs. 170,0 £ 59,0 mg/dL, respectivamente; p < 0,0001), evidenciando sucesso na

modelagem diabética nos machos. Observa-se ainda, que o efeito da MCAO nos machos
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diabéticos nao alterou significativamente a glicemia capilar de forma adicional, sugerindo que a

resposta glicémica pos-AVCi ndo ¢ tdo pronunciada quanto a indugdo prévia de diabetes.

Tabela 2: Mensurag¢do da glicemia no modelo experimental do sexo masculino

Grupo Dia 0 (mg/dL) Dia 2 (48h) Valor de p (0 vs
(mg/dL) 48h)
sham+sham 109.2 £ 11,7 172,4 £ 52 4 ns
sham+MCAO 170,9 £52.9 169,9 + 62,8 ns
DM-+sham 173,9 £ 46,0 237,3+77,3 *HEE (<0,0001)
DM+MCAO 165,7 = 50,9 170,0 + 59,0 *HE* (<0,0001)

Fonte: Da autora, 2025.

4.2 Machos demonstram maiores alteracdes em citocinas do que fémeas

Foram avaliados os niveis de TNF-o em ratos Wistar machos e fémeas submetidos ao
modelo experimental de DM e AVCi nas regides do cerebelo, cortex pré-frontal, hipocampo,
estriado e cortex total (Figura 5).

Alteragdes significativas nos niveis de TNF-a foram observadas principalmente no
hipocampo, estriado e cortex total. No hipocampo, os machos dos grupos controle+tMCAO e
DM-+sham apresentaram aumento de TNF-a em relagdo ao grupo controle+sham, sendo esse
aumento mais pronunciado nos machos quando comparados as fémeas no grupo
controle+tMCAO (Figura 5-C).

No corpo estriado, os machos submetidos ao controle+tMCAQO exibiram niveis
elevados de TNF-o em comparagdo ao controlet+sham (Figura 5-D). J4 no cortex total, nao
foram observadas diferencas entre os grupos experimentais dentro do mesmo sexo; entretanto,
os machos dos grupos controletMCAQO, DM+sham e DM+MCAO apresentaram niveis
significativamente mais elevados de TNF-a quando comparados as fémeas (Figura 5-E).

Esses achados indicam um padrao de resposta inflamatoria mais pronunciado nos
machos, especialmente apos a inducao de isquemia cerebral, com destaque para o hipocampo

como regido mais sensivel.
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Figura 5 - Niveis de TNF-a quantificados em pg/ml no cerebelo (5-A), cortex pré-frontal (5- B), hipocampo (5-
C), estriado (5-D) e cortex total (5-E).
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Os dados sdo apresentados como média + desvio padrao e foram analisados por two-way ANOVA seguida pelo
teste post hoc Tukey. * p < 0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001, **** p <0,0001.

Fonte: Da autora, 2025.

No que se refere aos niveis de IL-1B (Figura 6), observou-se aumento significativo
dessa citocina predominantemente nos animais machos. No cerebelo, os machos do grupo
controletMCAO apresentaram niveis elevados de IL-1f em comparagdo ao grupo
controlet+sham, além de valores superiores aos observados nas fémeas sob as mesmas
condi¢des experimentais (Figura 6-A).

No coértex pré-frontal, os grupos controletMCAO e DM-+sham de machos também
exibiram aumento dos niveis de IL-1 em relacdo ao grupo controle+sham (Figura 6-B). No
hipocampo, ndo foram detectadas alteracdes estatisticamente significativas (Figura 6-C).

No corpo estriado, os machos submetidos ao controle+tMCAO apresentaram niveis
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aumentados de IL-1p quando comparados ao grupo controletsham, além de valores
significativamente mais elevados do que os observados nas fémeas (Figura 6-D). De forma
semelhante, no cortex total, os machos dos grupos controletMCAO e DM-+sham
apresentaram aumento de IL-1 em relag¢do ao controle+sham (Figura 6-E).

Em contraste, ndo foram observadas altera¢des significativas nos niveis de IL-1p em

nenhuma das regides cerebrais analisadas nas fémeas.

Figura 6 - Niveis de IL-1p quantificados em pg/ml no cerebelo (6-A), cortex pré-frontal (6- B), hipocampo
(6-C), estriado (6-D) e cortex total (6-E).
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Os dados sdo apresentados como média + desvio padrao e foram analisados por two-way ANOVA seguida pelo
teste post hoc Tukey. * p < 0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001, **** p <0,0001.
Fonte: Da autora, 2025.

Em relacdo aos niveis de IL-6 (Figura 7), observou-se aumento dessa citocina
predominantemente nos animais machos, com variagdes dependentes da regido cerebral e da
condi¢do experimental. No cerebelo, os machos do grupo controle+tMCAQO apresentaram

niveis elevados de IL-6 em comparagdo ao grupo controlet+sham, além de valores superiores
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aos observados nas fémeas sob as mesmas condicdes (Figura 7-A).

No cortex pré-frontal, os machos do grupo controletMCAQO exibiram niveis
aumentados de IL-6 em relagdo ao grupo DM+MCAOQO, bem como valores mais elevados
quando comparados as fémeas (Figura 7-B). No hipocampo, os machos do grupo
controletMCAO também apresentaram aumento de IL-6 em comparacdo ao grupo

controle+sham e as fémeas (Figura 7-C).

No corpo estriado, observaram-se diferengas entre os sexos, com os machos dos grupos
controletMCAO e DM-+sham apresentando niveis mais elevados de IL-6 em relagdo as
fémeas (Figura 7-D). Ja no cortex total, os machos do grupo DM+sham exibiram aumento de
IL-6 em comparacdo ao controlet+sham, enquanto o grupo controle+tMCAOQO apresentou niveis

superiores aos do grupo DM+MCAO (Figura 7-E).



Figura 7 - Niveis de IL-6 quantificados em pg/ml no cerebelo (7A), cortex pré-frontal (7B), hipocampo (7C)
estriado (7D) e cortex total
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Os dados sdo apresentados como média + desvio padrio e foram analisados por two-way ANOVA seguida pelo
teste post hoc Tukey. * p < 0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001, **** p <0,0001.
Fonte: Da autora, 2025.

No que tange aos niveis de IL-10 (Figura 8), as alteragcdes observadas foram restritas
ao hipocampo (Figura 8-C). Nessa regidao, os machos do grupo DM+sham apresentaram niveis
elevados dessa citocina, em comparacao ao grupo controlet+sham. Além disso, os machos do
grupo DM+MCAO exibiram niveis superiores de IL-10 em relagdo ao grupo controletMCAO.

As comparagdes entre os sexos demonstraram que os machos do grupo DM+MCAO

apresentaram niveis mais elevados de IL-10 quando comparados as fémeas sob as mesmas

condicdes experimentais (Figura 8-C).
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Figura 8 - Niveis de IL-10 quantificados em pg/ml no cerebelo (8-A), cortex pré-frontal (8- B), hipocampo (8-C)
estriado (8-D) e cortex total (8-E).
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Os dados sdo apresentados como média + desvio padrido e foram analisados por two-way ANOVA seguida pelo
teste post hoc Tukey. * p < 0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001, **** p <0,0001.
Fonte: Da autora, 2025.

4.3 Escore neurolégico apds MCAOQO: comparagdo entre machos e fémeas diabéticos
No que se refere a avaliagdo do déficit neurologico por meio do escore neurologico
todos os animais apresentaram escore zero no inicio do experimento, confirmando auséncia de
alteracdes neuroldgicas prévias e adequada homogeneidade basal entre os grupos

Nos ratos machos ndo submetidos a indu¢do de MCAO, os escores neurologicos
permaneceram inferiores a 1 no periodo inicial e retornaram a zero apds 24 horas do

procedimento cirargico controle (Figura 9-A). Uma hora apdés a MCAO, o grupo
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controle+tMCAO nao apresentou aumento significativo do escore neuroldgico, mantendo-se
estavel também apo6s 24 horas. Em contraste, os animais do grupo DM+MCAO exibiram
aumento significativo do déficit neuroldgico tanto 1 hora quanto 24 horas ap6és a MCAO.
Ademais, observou-se que o DM potencializou o dano neurologico 24 horas apos a isquemia,
conforme evidenciado pela comparagdo entre os grupos DM+MCAO e DM+sham (Figura 9-
B).

Nas fémeas, o escore neuroldgico ndo apresentou alteragdes significativas nos grupos
ndo diabéticos em nenhum dos momentos avaliados. Embora as fémeas diabéticas tenham
apresentado déficits neuroldgicos transitorios 1 hora apds a MCAO, esses ndo se mantiveram
apos 24 horas, sugerindo recuperacdo funcional precoce ou impacto neuroldgico agudo mais

brando quando comparado aos machos (Figura 10-A; 10-B).



Figura 9 - Escore Neuroldgico nos Machos.
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iigura 10 - Escore Neuroldgico nas Fémeas
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Fonte: Da autora, 2025.
4.4  Andlise da area infartada

A andlise da 4area infartada revelou diferengas significativas entre os grupos,
salientando a influéncia do sexo bioldgico e do DM na gravidade do AVCi. Nos ratos machos
submetidos a isquemia cerebral, observou-se aumento da area de infarto em comparacio ao
grupo sham (p < 0,01), sendo esse efeito ainda mais pronunciado nos machos com DM
associado ao AVCi, que apresentaram a maior extensdo de lesdo entre todos os grupos (p <
0,001).

Nas fémeas, a area de infarto ap6s o AVCi foi significativamente menor em relagdo
aos machos, sugerindo um efeito modulador protetor do sexo feminino. Embora o DM

também tenha aumentado a extensdo da lesdo nas fémeas, esse incremento foi menos
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expressivo, indicando que fatores sexuais podem atenuar a gravidade do dano isquémico.

Figura 11 - Area de infarto cerebral (%) em ratos Wistar machos e fémeas submetidos as diferentes condigdes
experimentais (Sham, AVCi, DM e DM+AVCi).
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Os valores estdo expressos como média £ erro-padrao da média (SEM). A analise estatistica foi realizada por
ANOVA de duas vias, seguida do teste pos-hoc de Tukey. Observou-se efeito significativo do sexo biologico e
da presenca do diabetes mellitus sobre a area de infarto (p < 0,05), com maiores valores nos machos em
comparagdo as fémeas, especialmente no grupo DM+AVCi (p < 0,001).

*MACHOS: AVCi em compara¢do com Sham; #comparagdo ao AVC; $$ fémeas AVCi em comparagdo ao
macho AVCi.

Fonte: Da autora, 2025.

5 DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos das diferencas sexuais na resposta
inflamatoria apés o AVCi em ratos Wistar submetidos a um modelo experimental DM. Os
resultados demonstram de forma consistente que machos e fémeas apresentam respostas
inflamatorias, neurologicas e estruturais significativamente distintas, corroborando o impacto
do sexo biologico na fisiopatologia do AVCi associado ao DM.

Em nosso modelo experimental a inducdo do DM foi eficiente em ambos os sexos,
confirmada pelo aumento significativo da glicemia capilar ap6s 48 horas. No entanto, a
magnitude dessa elevagdo foi sexualmente dimorfica, sugerindo uma resposta metabodlica
especifica ao sexo e possivelmente modulada por fatores hormonais.

Estudos anteriores demonstram que fémeas apresentam maior sensibilidade a insulina e
menor probabilidade de desenvolver DM2 na presenca de estrogénio, enquanto condigdes de
hipoestrogenismo, como menopausa ou ovariectomia, aumentam a resisténcia a insulina
(Cherian et al., 2024; Kim et al., 2025). Esses dados refor¢am a necessidade de incorporar o
sexo bioldgico de forma sistematica na pesquisa pré-clinica, permitindo melhor compreensao

dos mecanismos fisiopatoldgicos e contribuindo para o desenvolvimento de estratégias
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terapéuticas mais individualizadas.

Niveis cronicamente elevados de glicose intensificam a resposta inflamatdria apos o
AVCi, promovendo estresse oxidativo e ativacdo microglial exacerbada (Shukla et al., 2017).
Os dados obtidos no presente estudo, demonstram que ratos machos apresentaram niveis
significativamente mais elevados de TNF-a e IL-1 quando comparados as fémeas, mesmo
sob condig¢des hiperglicémicas, corroborando a hipdtese de efeito neuroprotetor mediado pelo
estrogénio (Vegeto; Benedusi; Maggi, 2008). Esse dimorfismo sexual da resposta
imunoinflamatoria confirma o objetivo central do estudo, ao demonstrar que a hiperglicemia
acentua a inflamacdo de maneira distinta entre os sexos, sugerindo que abordagens
terapéuticas que integrem controle glicémico e modulagdo hormonal podem ser
particularmente relevantes.

Esses achados corroboram pesquisas prévias de que o DM exacerba a neuroinflamacao
no contexto do AVCi, promovendo maior ativagdo microglial, estresse oxidativo e
comprometimento da integridade da BHE (Vexler; Yenari, 2009; Allen; Bayraktar; Rivera,
2016; Nunes et al., 2019). Além disso, reforcam a importancia de considerar o sexo bioldgico
como covariavel essencial, uma vez que estudos em modelos animais € em humanos tém
demonstrado diferencas marcantes nos desfechos neurolégicos e inflamatérios entre machos e
fémeas (Prins; Korach, 2008).

De modo geral, os resultados indicam que a resposta inflamatoria exacerbada
observada nos machos diabéticos contribui para maior extensao do dano cerebral e piores
prognosticos funcionais, enquanto as fémeas apresentam um perfil mais regulado, compativel
com os efeitos imunomoduladores do estrogénio e da progesterona (Vegeto; Benedusi; Maggi,
2008).

A cascata inflamatéria pds-AVCi € caracterizada pela elevagcdo de citocinas pro-
inflamatorias, como TNF-a, IL-1B e IL-6, associada a ativacdo glial e ao recrutamento
leucocitario (Allada; Chesler; Mankad, 2014). Em modelos hiperglicémicos, essa resposta ¢
intensificada, com maior expressao de TNF-o nos machos em relagdo as fémeas, reforcando o
papel modulador do estrogénio na atenuagdo da neuroinflamagio (Vegeto; Benedusi; Maggi,
2008).

A IL-1B desempenha papel central na amplificacao da inflamagao cerebral, induzindo a
expressao de outras citocinas pro-inflamatorias, moléculas de adesdo endotelial e modulando a
excitotoxicidade neuronal por meio do aumento da liberagcdo de glutamato (Allan; Rothwell,
2001). Em modelos experimentais a administracdo exdgena demonstrou intensificagdo do

edema ¢ dano tecidual, enquanto sua inibi¢do demonstrou reduzir a extensdo da lesdo
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isquémica (Allan; Rothwell, 2003). Neste estudo, a auséncia de elevagdo significativa de IL-
1B nas fémeas sugere um efeito protetor endégeno, possivelmente mediado pelo estrogénio,
que atua na supressdo da ativagdo microglial por mecanismos dependentes dos receptores
ERa, ERP e GPER (Spence et al., 2011).

Embora a IL-6 possua efeitos ambiguos no contexto isquémico, exercendo funcdes
neuroprotetoras ou pro-inflamatérias de maneira dependente do tempo e do tipo celular, neste
estudo observou-se elevagdo mais pronunciada dessa citocina nos machos, sugerindo resposta
inflamatoria inicial exacerbada. Em contraste, o perfil mais controlado observado nas fémeas
indica regulacdo mais eficiente da inflamagdo, possivelmente mediada pela ativacdo de
receptores estrogénicos, especialmente ERa, que modulam a ativagdo astroglial e influenciam
a magnitude da resposta inflamatoria mediada por IL-6 (Spence et al., 2011).

J4 foi demonstrado que a IL-6 protege os neurdnios por meio da ativacdo da via STAT3,
que por sua vez regula genes de sobrevivéncia antioxidantes, como Mn-SOD, e previne a
apoptose induzida por ERO (Jung; Kim; Chan, 2011).

A ativagdo do sistema imune central constitui evento central na fisiopatologia do AVCi,
sendo as citocinas pro-inflamatorias mediadores-chave desse processo (Allan; Rothwell,
2001). O aumento significativo de TNF-a, IL-1 e IL-6 observado nos machos diabéticos
sugere que a condigdo metabolica deteriora a resposta inflamatéria pos-isquémica, resultando
em lesdes neuronais mais extensas.

Chen et al. (2019a) demonstraram que essas citocinas sdo produzidas
predominantemente por microglia ativada no fendtipo M1 apos isquemia cerebral, enquanto
marcadores do fenotipo M2 apresentam declinio progressivo. Dentre esses mediadores, o
TNF-a destaca-se por sua capacidade de induzir necroptose em células endoteliais cerebrais
por meio da ativagdo das vias p-RIP1 e p-MLKL, levando a ruptura da BHE, aumento da
permeabilidade vascular e intensificagao da infiltragdo inflamatoria (Chen et al., 2019a). Esses
mecanismos sdo compativeis com os achados nesse estudo, nos quais a elevacdo de TNF-a
nos machos sugere maior gravidade da neuroinflamagdo e do edema cerebral.

No que se refere a IL-10, citocina anti-inflamatéria produzida por células T reguladoras e
linfécitos Th2, observou-se sua presenca isolada nos machos, possivelmente como resposta
compensatoria ao aumento das citocinas pro-inflamatorias. Em fémeas, a auséncia de elevagao
de IL-10 pode refletir menor ativagdo inflamatdria basal, associada a ativagdo precoce de vias
anti-inflamatorias mediadas por estrégenos, reduzindo a necessidade de mecanismos
compensatorios tardios (Conway et al., 2015; Spychala; Honarpisheh; Mccullough, 2017).

Esses achados sustentam a hipdtese de que diferengas na secreg¢ao de IL-10 contribuem
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para os distintos desfechos clinicos observados entre os sexos apds o AVCi, influenciadas nao
apenas por fatores enddcrinos, mas também por diferencgas genéticas e epigenéticas (Spychala;
Honarpisheh; Mccullough, 2017).

A analise das areas infartadas revelou diferenca marcante entre os sexos, com maior
extensdo do infarto observada nos machos, especialmente no grupo DM+AVCi, enquanto as
fémeas apresentaram menor comprometimento tecidual. Esses resultados estdo de acordo com
evidéncias que atribuem aos hormonios sexuais femininos efeitos neuroprotetores, incluindo a
regulacdo da inflamag¢do, redu¢cdo do estresse oxidativo e atenuag¢do da apoptose neuronal
(Vegeto; Benedusi; Maggi, 2008; Spence et al., 2011; Spychala; Honarpisheh; Mccullough,
2017).

A resisténcia observada nas fémeas frente a neuroinflamagdo pds-isquémica ¢
atribuida, em grande parte, a a¢do moduladora dos hormdnios sexuais, especialmente
estrogénio e progesterona. Esses hormodnios exercem efeitos neuroprotetores diretos sobre
neurdnios e células gliais, atenuando a ativagdo microglial, reduzindo a produ¢ao de citocinas
pro-inflamatérias e modulando a expressdo de moléculas de adesdo na BHE, limitando a
infiltragdo leucocitdria e o edema cerebral (Vegeto; Benedusi; Maggi, 2008; Spence et al.,
2011).

O estrogénio, por meio do receptor ERa, tem demonstrado reduzir significativamente
os niveis de TNF-a e IL-1p no tecido cerebral apds lesdo isquémica, promovendo preservagao
funcional e limitando a extensdo do dano neuronal (Spence et al., 2011; Vegeto; Benedusi;
Maggi, 2008). Além disso, estudos em animais e seres humanos, indicam que o estrogénio
contribui para a manutencdo da homeostase inflamatoria, favorecendo respostas
imunomoduladoras precoces que diminuem a necessidade de mecanismos compensatorios,
como a produgdo de IL-10 (Bushnell et al., 2018).

A progesterona complementa esse efeito, promovendo a expressdo de fatores
neurotroficos e proteinas antiapoptoticas, fortalecendo a sobrevivéncia neuronal em condigdes
de estresse metabolico (Vegeto; Benedusi; Maggi, 2008). No modelo diabético avaliado neste
estudo, as fémeas apresentaram menor elevacdo das citocinas pro-inflamatérias em
compara¢do aos machos, sugerindo que o perfil hormonal feminino confere protecio mesmo
em condicdes de hiperglicemia cronica.

O impacto do DM sobre a extensdo da lesdo cerebral também se mostrou relevante,
uma vez que a hiperglicemia induzida experimentalmente aumenta o volume do infarto, o
edema cerebral, a ruptura da BHE e a incidéncia de transformacdo hemorragica, resultando

em piores desfechos neurologicos (Desilles et al., 2017). Esses efeitos sdo atribuidos a
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intensificagdo da resposta tromboinflamatdria, caracterizada por ativacdo e adesdo de
neutrofilos, elevacdo de MPO e MMP-9, ativagdo plaquetdria e disfuncdo endotelial.
Paralelamente, a hiperglicemia afeta a resposta glial, suprimindo a ativacdo adaptativa dos
astrocitos e favorecendo a polarizacdo microglial para o fendtipo pro-inflamatério M1, em
detrimento do fen6tipo M2 reparador (Dong et al., 2021; Zhang et al., 2020).

Essas duas vias, tromboinflamatéria e glial, interagem de maneira sinérgica,
amplificando a lesdo cerebral. A microglia M1 intensifica a liberagdo de citocinas pro-
inflamatoérias, que aumentam a permeabilidade da BHE e favorecem a infiltragao leucocitéaria,
enquanto a supressdo da astrogliose limita mecanismos compensatorios, como o
tamponamento de glutamato e a producgdo de fatores neurotroficos (Bacila et al., 2025; Kulesh;
Kuklina; Shestakov, 2016). A auséncia da protecdo estrogénica nos machos diabéticos
potencializa esse ciclo vicioso, contribuindo para maior gravidade da lesdo isquémica.

Estudos adicionais reforcam o papel central da microglia na resposta inflamatoria pos-
AVCi. Liberale et al. (2020) demonstraram que a polarizagio microglial influencia
diretamente a extensdo do dano cerebral, com predominio do fenotipo M1 associado a piores
desfechos neurologicos. Em contrapartida, a IL-10 promove a polarizag¢do para o fenotipo M2,
favorecendo reparo tecidual e recuperacdo funcional (Guo; Wang; Yin, 2022). Achados
experimentais demonstram que a administracdo de IL-10 ou a transferéncia de células
produtoras dessa citocina pode atenuar a neuroinflamacdo excessiva, especialmente em
machos, destacando seu potencial terapéutico (Bodhankar et al., 2015; Xue et al., 2021).

Esses resultados destacam a importincia terap€utica de estratégias que visem a
modulagdo da polarizagdo microglial, especialmente para pacientes masculinos com AVCi, a
fim de prevenir a neuroinflamacao excessiva, prolongada e prejudicial, além de melhorar os
resultados neurologicos apos isquemia. Esses achados sugerem que pode haver uma
oportunidade para terapias que manipulem vias produtoras de IL-10 ou ativem o fendtipo
microglial M2 com potencial neuroprotetor e recuperagdo funcional (Kulesh; Kuklina;
Shestakov, 2016; Xue et al., 2021).

Algumas limitagdes devem ser consideradas na interpretagdo dos resultados. A
auséncia da avalia¢do direta dos niveis hormonais ¢ da caracteriza¢do do ciclo estral nas
fémeas limita a compreensdo precisa da contribui¢do endocrina sobre as respostas
inflamatorias observadas. Além disso, o modelo experimental de DM, embora amplamente
utilizado, ndo reproduz integralmente a complexidade metabolica e clinica da doenga em
humanos, especialmente no que se refere a duragao do diabetes e as comorbidades associadas.

Por fim, embora os achados fornecam importantes insights mecanisticos, a
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extrapolagdo para o contexto clinico deve ser realizada com cautela, ressaltando-se a
necessidade de estudos translacionais adicionais.

Em sintese, os resultados deste estudo evidenciam que o sexo bioldégico modula de
forma decisiva a resposta inflamatoéria, a extensao da lesao cerebral e os desfechos estruturais
apds o AVCi em modelo diabético. Machos apresentaram exacerbag¢do da neuroinflamacao,
com maior expressao de TNF-a, IL-1p e IL-6, associada a ativagdo microglial pro-inflamatoria
e maior area de infarto. Em contrapartida, as fémeas demonstraram perfil mais regulado,
provavelmente mediado pela a¢do de estrogenos e progesterona sobre os receptores ERa, ERP e
GPER, conferindo protecdo neuronal e preservacdo da BHE. A integracdo entre fatores
metabolicos, inflamatorios, gliais ¢ hormonais reforca a importancia de abordagens
experimentais e terapéuticas que considerem simultaneamente o sexo bioldgico e o estado

metabolico na compreensao da fisiopatologia do AVCi.
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CONCLUSAO

Em resumo, o sexo bioldgico parece influenciar de forma diferenciada a
neuroinflamag¢do ¢ o grau de destruicdo neuronal apdés um AVC isquémico em ratos
hiperglicémicos. Observou-se que os machos apresentam maior suscetibilidade inflamatoria,
enquanto nas fémeas ha evidéncias de efeitos neuroprotetores atribuiveis aos estrogénios.
Esses achados refor¢am a necessidade de analises estratificadas por sexo em estudos pré-
clinicos e de considerar o sexo biologico na personalizacio de estratégias terapéuticas clinicas.

O perfil pré-inflamatoério observado nos machos foi caracterizado por aumento das
citocinas pro-inflamatodrias e anti-inflamatorias, contrastando com a resposta atenuada das
fémeas a isquemia. Além disso, o déficit neuroldgico foi mais pronunciado nos machos, que
também apresentaram volumes de infarto significativamente maiores, sobretudo nas regioes
corticais e hipocampais, enquanto as fémeas demonstraram menor vulnerabilidade estrutural.

Coletivamente, esses dados indicam que o sexo bioldgico ¢ um determinante critico
dos desfechos do AVCi em condi¢des diabéticas, com os machos sendo mais propensos a
inflamagdo exacerbada, déficits funcionais e maior extensao do infarto. Tais achados ressaltam a
importancia de controlar o sexo em investigagdes experimentais e de incorporar essa variavel
no planejamento de intervengdes terapéuticas personalizadas para pacientes com AVC

associado ao diabetes
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ANEXO B - Escala para avaliagdo do déficit neurologico

Escala de déficit neuroldgico (EDN) Pis.,
Tesles molores
Segurando o rato pela cauda 3
(1} Fiexdo de membro antanor
{1} Flexdo de membro posleriar
(1} Movimenio de cebage =10° perg o eixe veriicel em 30z
Colocando o rata na chao (normal = 0; masdimo = 3) 3

{0} Marcha morra!

(1} Incapaciade de andar ém linha rela

(2} Paresia com andar em circulo para o legdo parético
{3} Paresia com queda para o jado parélico

Tesles sensoriais 2
1) Teste de colocacdo (teste visual & tatil)
{2} Teste propripee ptivo (sensacio de profundidade, empurrando a pata contra & borda
da mesa para estimular os mbsculas do memiro

Tesie de equilibrio na frave (normal = 0; maximo = 6) G
{0} Equilibrio com posiura firme
(1) Seguda o lade da trave
{2} Abraca a trave e um membro cai da plataforma
(3) Abraca a trave & dols membros caem da plaforma ou gira na platatormma (=60s)
(4 Tenta se equilibrar na trave, mas cai (=40%)
15) Tenta se equilibrar na frave, mas cai (=20s)
{6) Nenhuma tentativa de se equilibrar ou segqurar na trave {<20s)

Reflexos ausentes @ movimanios anonmais 4
(1) Reflexo do pavilhdo avrlcular jaglacao de cabeca ao tocar o pavilhdo auricular)
{1} Reflexo corneano (piscar os olhos ac tocar levements as palpebras comalgoddo)
{1} Reflexo de scbressalto (resposta motora a um breve estimulo sonoro ao rasgar uma
i1} Crises epilépticas, mioclonias efou miodistonia

Fonfuagio mdxima 18

1 porio @ concedida pala incapacidade de realzast as tarefas ou pela falla de um rebexo testade: 7 a G pontes indica lesdo
neairclgca lee, T a 12 pontos indica ksio neurclegica modesada; 3 a 18 pontes indica lesio neurclogica grave,
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