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RESUMO

O acidente vascular cerebral (AVC) é uma doenca que apresenta altas taxas de
incidéncia, mortalidade e incapacidade, e a gravidade da doenca pode ser afetada
por varios fatores de risco e comorbidades. Pode ser classificado em AVC isquémico
(AVCi) e AVC hemorragico (AVCh), sendo o AVCi mais prevalente. Mesmo com alta
mortalidade, globalmente, mais de 80 milhdes de pessoas sobreviveram a um AVC.
Assim, das morbidades decorrentes do AVC, a infec¢cdo pos-AVC é comumente
exibida podendo piorar o desfecho da doenca e aumentando o risco de
desenvolvimento de sepse. Nesse contexto, é sabido que o estresse oxidativo causa
comprometimento funcional de 6rgdos periféricos na sepse. Diante disso, este
estudo teve por objetivo estudar o desenvolvimento do estresse oxidativo,
decorrente de sepse p6s-AVCi em orgaos periféricos. Foram utilizados ratos Wistar
machos e fémeas de 60 dias de idade. Os grupos experimentais foram
aleatoriamente divididos em sham+sham machos, sham+sham fémeas,
MCAO+sham machos, MCAO+sham fémeas, sham+CLP machos, sham+CLP
fémeas, MCAO+CLP machos, MCAO+CLP fémeas. Os animais foram submetidos
ao AVCi pelo modelo experimental de ocluséo da artéria cerebral média (MCAOQ) por
60 minutos ou sham. Apd6s 7 dias de reperfusdo foram submetidos a sepse pelo
modelo experimental de ligacdo e perfuracao cecal (CLP) ou sham e em 24h apos
realizada a puncao cardiaca para retirada do soro seguido da retirada do cérebro
total, amostras de pulmao, figado, coracéo e baco. Foram avaliados edema cerebral,
atividade de mieloperoxidade (MPO), concentracdo de nitrito/nitrato, dano oxidativo
em lipidios e proteinas e a atividade da enzima catalase (CAT). Os dados foram
avaliados por ANOVA seguido pelo teste post hoc Tukey e considerados
significantes para p<0,05. Foi verificado uma potencializagdo do aumento de edema
cerebral em ratos machos quando induzidos a sepse p6s-AVCi sobre animais
submetidos somente ao AVCi. No efeito da sepse p6s-AVCi em 6rgaos periféricos e
soro, foi encontrado somente em machos um aumento da atividade da MPO como
indicativo de infiltrado de neutréfilos em diferentes 6rgdos e soro em animais
submetidos a sepse p0s-AVCi. Nos niveis de nitrito/nitrato a potencializacdo de
sepse p6s-AVCi foi mais evidente em fémeas. Em relacdo ao estresse oxidativo,
houve uma variabilidade no que se refere ao sexo. De maneira geral percebeu-se
um aumento de parametros de estresse oxidativo somente em animais submetidos a
sepse pos-AVCi ou com aumento potencializado nesse grupo em relacdo aos
demais. Os animais submetidos ao modelo de AVCi tornam-se de fato mais
vulneraveis aos efeitos deletérios da sepse no que refere-se ao edema cerebral e ao
estresse oxidativo sistémico e em oOrgaos periféricos. Além disso, ocorre uma
variabilidade de acordo com o parametro avaliado em relacdo a diferenca de sexo.
Tal resultado remete a possibilidade de futuras investigacdes mais direcionadas para
o envolvimento das diferencas de géneros aplicadas aos parametros aqui avaliados.

Palavras-chave: acidente vascular cerebral isquémico; sepse; estresse oxidativo;
orgaos periféricos.



ABSTRACT

The stroke is a disease that has high rates of incidence, mortality and disability, and
the severity of the disease can be affected by several risk factors and comorbidities.
It can be classified into ischemic stroke and hemorrhagic stroke, with ischemic stroke
being the most prevalent. Even with high mortality, globally, more than 80 million
people have survived a stroke. Thus, of the morbidities resulting from stroke, post-
stroke infection is commonly exhibited, which can worsen the outcome of the
disease, such as the development of sepsis. In this context, itis known that oxidative
stress causes functional impairment of peripheral organs in sepsis. Therefore, we
aimed to study the development of oxidative stress, resulting from post-stroke sepsis
in peripheral organs. Male and female Wistar rats aged 60 days were used. The
experimental groups were randomly divided into sham+sham males, sham+sham
females, MCAO+sham males, MCAO+sham females, sham+CLP males, sham+CLP
females, MCAO+CLP males, MCAO+CLP females. The animals were subjected to
ischemic stroke using the experimental model of middle cerebral artery occlusion
(MCAO) for 60 minutes or sham. After 7 days of reperfusion, they were subjected to
sepsis using the cecal ligation and perforation (CLP) or sham experimental model
and 24 hours later, cardiac puncture was performed to remove serum, followed by
removal of the total brain, lung, liver, heart and spleen samples. Cerebral edema,
myeloperoxidase activity (MPO), nitrite/nitrate concentration, oxidative damage to
lipids and proteins and the activity of the catalase enzyme (CAT) were evaluated.
Data were evaluated by ANOVA followed by the Tukey post hoc test and considered
significantat p<0,05. An increase in cerebral edema was observed in male rats when
post-stroke sepsis was induced over animals subjected only to ischemic stroke.
Regarding the effect of post-stroke sepsis on peripheral organs and serum, an
increase in MPO activity was found only in males as an indication of neutrophil
infiltration in differentorgans and serum in animals subjected to post-stroke sepsis. In
nitrite/nitrate levels, the increase in post-stroke sepsis was more evident in females.
In relation to oxidative stress, there was variability regarding sex, in general, an
increase in oxidative stress parameters was observed only in animals subjected t_
post-stroke sepsis or with a greater increase in this group in relation to the others.
Animals subjected to the ischemic stroke model actually become more vulnerable to
the deleterious effects of sepsis in terms of cerebral edema and systemic oxidative
stress and in peripheral organs. Furthermore, there is variability according to the
parameter evaluated in relation to gender differences. This result raises the
possibility of future investigations more focused on the involvement of gender
differences applied to the parameters evaluated here.

Key-words: ischemic stroke; sepsis; oxidative stress; peripheral organs.
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1 INTRODUCAO

1.1 DEFINICAO E EPIDEMIOLOGIA DO AVC

A definigao “tradicional” do AVC é clinica e baseada no inicio subito de perda
da funcao neuroldgica focal ou global, devido infarto com persisténcia por mais de
24 horas ou morte precoce, enquanto o episodio transitorio de disfun¢éo neurolégica
sem a presencade infarto, € determinado como ataque isquémico transitério (Easton
et al.,, 2009; Bray et al., 2019). O AVC é uma das principais causas de morte e
incapacidade em todo o mundo e pode ser classificado em AVCi e AVCh
(Henriksson et.al., 2012; Sacco et al., 2013).

O AVCiI, é definido pela perda subita de fluxo sanguineo para uma area do
cérebro com a consequente perda da fungéo neuroldgica. Durante a oclusdo de um
vaso, hd uma area central (nucleo isquémico) onde os danos ao cérebro séo
irreversiveis e uma area de penumbra onde o cérebro perde a funcdo devido a
diminuicdo do fluxo sanguineo, mas néao é irreversivelmente lesada (Hacke et al.,
2008; Albers et al., 2018; Nogueira et al.,, 2018). As causas etiologicas do AVCi
incluem: aterosclerose de grandes artérias, embolia cardiaca, oclusao de pequenas
artérias, causas incomuns e causas indeterminadas (Arsava et al., 2017).

O AVCh é ocasionado devido ao extravasamento sanguineo e inclui a
hemorragia intracerebral e hemorragia subaracnoide (Xiao et al., 2017). Um AVCh
ocorre quando um vaso sanguineo cerebral se rompe, extravasando sangue nos
tecidos circundantes. Dessa forma, existem trés principais causas de AVCh: o
primeiro € por um aneurisma, que faz com que uma parte do vaso sanguineo
enfraquecido se expanda e as vezes se rompa. A outra é por uma malformacéao
arteriovenosa, que envolve vasos sanguineos anormalmente formados, se esse
vaso sanguineo se romper pode causar um AVCh. Por fim, a pressao arterial muito
alta pode causar o enfraguecimento dos pequenos vasos sanguineos no cérebro e
resultar em AVCh (Yu etal., 2019; Tsao et al., 2022).

O AVC (incluindo AVCi e AVCh) afeta 13,7 milhdes de pessoas em todo o
mundo por ano e é a segunda principal causa de morte, com 5,5 milhdes de mortes
por ano (Global Burden of Disease Stroke Collaborators, 2019; World Stroke
Organization, 2019). Estima-se que 1 em cada 4 adultos sofrera um AVC ao longo

da vida e ha mais de 80 milh&es de sobreviventes de AVC em todo o mundo (Feigin
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et al., 2018). Embora a taxa de mortalidade por AVC tenha diminuido
significativamente em varios paises devido ao desenvolvimento continuo da
medicina, a sua incidéncia esta aumentando (Feigin etal., 2014). De 2006 a 2016, a
prevalénciade AVCiaumentou em 2,7%, enquanto a prevaléncia de AVCh diminuiu
em 1,7% (Benjamin et al., 2019). Ademais, o numero de AVC esta previsto para
mais do que o dobro entre os anos de 2010 a 2050 (Ouriques Martins et al., 2019).
Quando incluido todos os tipos de AVC, 87% sao isquémicos, 10% sdo hemorragia
intracranial e 3% sé&o hemorragia subaracnoide (Virani et al., 2022).

Os fatores de risco para o AVCi séo classificados em modificaveis e néao
modificaveis (Roger et al., 2012). Os modificaveis incluem hipertensao, fibrilacéo
atrial, diabetes mellitus, tabagismo e dislipidemias. J& os principais fatores nédo
modificaveis sdo o sexo, idade, hereditariedade e localizacdo geografica (Adams et
al., 2008). Se tratando do sexo bioldgico, as mulheres enfrentam um desfecho
desproporcional de mortalidade e incapacidade por AVCi. Além disso, existem
diferencas na apresentacdo, na resposta ao tratamento e nos resultados do AVCi
(Rexrode et al., 2022).

Nos Estados Unidos, em 2019, o AVCi foi a terceira principal causa de morte
em mulheres, em comparacdo com o quinto lugar entre os homens. As mulheres
foram acometidas em 57,1% das mortes por AVCi em 2019, sendo que o AVCi foi
responsavel por 6,2% de todas as mortes femininas, enquanto compreende 4,4% de
todas as mortes masculinas (Heron., 2021). No Greater Cincinnati Northern
Kentucky Stroke Study (GCNKSS) de 2015, a letalidade de casos de AVCi em
mulheres excedeu a dos homens pela primeira vez, mesmo apdés ajuste para a idade
(Rehman etal., 2019; Madsen et al., 2020).

Globalmente, o risco de AVCi ao longo da vida (a partir dos 25 anos) € de
25,1% nas mulheres e 24,7% nos homens, mas existe uma variacdo regional
substancial (Feigin et al., 2018). Dados recentes do Canad& mostram que o risco de
AVCi e ataque isquémico transitério (AIT) € mais elevado nas mulheres do que nos
homens com menos de 30 anos de idade, mais elevado nos homens na meia-idade
e igual acima dos 80 anos de idade (Vyas et al., 2021). Na categoria mais idosa (>85
anos), ha alguma sugestdo de que as mulheres tém maior incidéncia de AVCi do
gue os homens (Petrea et al., 2009; Vyas et al., 2021).

Estudos mostraram que as mulheres tém maior probabilidade do que os

homens de relatar sintomas neurolégicos ndo focais. No entanto, a diferenca
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absoluta nos sintomas por sexo foi pequena, e estes estudos concentraram-se em
sintomas individuais (Lisabeth et al., 2009; Stuart-Shor et al., 2009).

Os estudos geralmente relataram pior recuperacdo funcional e menor
qualidade de vida apds AVCi para mulheres em comparagdo com homens (Reeves
et al.,, 2008). Além disso, as mulheres tiveram pior desempenho nas dimensdes
medidas de dor/desconforto, ansiedade/depressao, fadiga e mobilidade do que os
homens (Gall et al., 2018; Katzan et al., 2018).

De modo geral, as mulheres apresentam resultados piores ap6s o AVCi do
gue os homens no que diz respeito a mortalidade, qualidade de vida, depressao pos-
AVC e limitacdes de atividade. As diferencas sao parcialmente explicadas pela pior
saude das mulheres no momento que sdo acometidas pelo AVCi, idade avancada e
maior gravidade do AVC (Boden-Albala et al., 2005; Gall et al., 2018).

1.2 FISIOPATOLOGIA DO AVCi

O evento inicial do AVCi é a oclusdo de uma artéria cerebral levando a
isquemia focal e desenvolvimento de infarto. Grande parte da fisiopatologia é
resultante da lesdo neuronal, morte celular necrética e processos inflamatorios
secundarios. Mecanismos celulares especificos de lesdo cerebral que foram
identificados no AVCi incluem a excitotoxicidade, falha de energia, despolarizacao
peri-infarto, estresse oxidativo e inflamacdo, que contribuem para a extensédo e
gravidade da perda tecidual (ladecola et al.,, 2020). A regido potencialmente
recuperavel do cérebro ao redor do nucleo do infarto, conhecida como penumbra,
continua a receber suprimento sanguineo suficiente para permanecer
metabolicamente ativa, mas é funcionalmente silenciosa por um periodo de tempo
(Woodruff et al., 2011). Vias alternativas de fluxo sanguineo (chamadas colaterais)
podem sustentar a viabilidade no cérebro em regides de penumbra por um periodo
de tempo. A extenséo do fluxo colateral varia substancialmente entre os individuos e
provavelmente tem determinantes genéticos e ambientais (Zhang et al., 2010).

Especificamente, a deplecdo de oxigénio e nutrientes no cérebro no AVCi,
tem varias consequéncias celulares e moleculares que afetam a funcéo neuronal e
glial, além de causar alteracbes vasculares e neuroinflamacdo conforme
demonstrado nafigura 1. Inicialmente, quando o suprimento de oxigénio e nutrientes

€ interrompido, 0s neurbnios nao conseguem mais manter seu gradiente
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transmembrana, levando ao comprometimento da sinalizacao neuronal (Patel etal.,
2017). A despolarizacdo ano6xica nos terminais pré-sinépticos resulta na liberagéo de
neurotransmissores excitatérios, onde a sua retirada da fenda € um processo
dependente de energia; assim, as concentracdes de neurotransmissores (incluindo

glutamato) aumentam (Smith et al., 2015).
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Figura 1: Fluxograma representando as respostas celulares e moleculares no AVCi. Fonte: Adaptado
de Campbell et al., 2019.

Com potencial de membrana em repouso, a condutancia através do receptor
N-Metil-D-aspartato (NMDA) aberto é limitada, pois o canal € bloqueado pelo
magnésio extracelular. Apds a despolarizacdo, 0 magnésio é removido e a conducéo
é substancialmente maiorlevando ao aumento de influxo de calcio (Ca%+) e ativacéo
de oxido nitrico sintase neuronal (nNOS), com consequente producéo de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e inicio de processos de morte celular (Flippo et al.,
2018). No que se refere a funcado mitocondrial, a atividade da cadeia respiratoria é
altamente reduzida, o dano mitocondrial se acumula e as defesas antioxidantes
endogenas sdo esgotadas acarretando dano oxidativo aos complexos enzimaticos.

Por fim, o aumento na concentracdo de Ca?* intracelular apds isquemia inicia a
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formacédo do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial (MPTP) que resulta
na ativacao da cascata de apoptose (Lo et al., 2003; Lakhan et al., 2009).

A apoptose pode proporcionar a liberacdo de padrdes moleculares
associados a danos (DAMPSs) que estimulam os receptores de reconhecimento de
padrées (PRR), como os recetores to tipo Toll-Like (TLR Receptors), ativando o fator
de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB) (Chen et al., 2019). Consequentemente,
ocorre a producdo de mediadores pro-inflamatérios como interleucinas (IL) IL-18, IL-
6, interferon gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral alpha (TNF-a) e quimiocinas
(Yilmaz et al., 2010).

A morte de pericitos também ocorre, e a quebra da barreira hematoencefalica
associada ao perfil pré-inflamatério estabelecido pode contribuir para a entrada de
células inflamatérias periféricas no parénquima cerebral e aumento do risco de
hemorragia. Tem sido sugerido o acumulo de neutréfilos no nucleo isquémico, com
ativacao e proliferacdo da microglia na area de penumbra ja durante os estagios

iniciais do AVCi (nos primeiros 3 dias) (Jurcau e Ardelean, 2022).

1.3 IMUNOSSUPRESSAO POS-AVCi

Com o forte perfil pré-inflamatorio estabelecido apés o AVCi no cérebro,
ocorre a descompensacao do sistema imunoldgico periférico. Esse fendmeno resulta
em imunossupressao (Faura et al., 2021). No entanto, existem outros argumentos
para suportar a hipotese de que AVCi pode interferir na comunicacdo que envolve
cérebro e sistema imune. Além do estabelecimento da neuroinflamacgédo, o evento
isquémico pode danificar circuitos cerebrais envolvidos entre o cérebro e o sistema
imune, com consequéncias a longo prazo (Prass et al., 2006; Whiteley et al., 2009).

Foi demonstrado experimentalmente que as células imunes do baco séo
encontradas no cérebro 24 a 96h apos o AVCi (Seifert et al., 2012). A principal
consequéncia dessa resposta inflamatoria sisttmica € o infiltrado celular no
parénquima cerebral como células inatas ativadas (macréfagos, neutréfilos, células
dendriticas e natural killer) e adaptativas (células T), facilitado pelo aumento da
expressdo de moléculas de adesédo (Beuker et al., 2021). Nas primeiras horas apos
o AVCi, hd um aumento nas citocinas proé-inflamatérias circulantes (IL-6 e TNF-a),
que sao produzidas principalmente a partir de células imunes periféricas ativadas
(Ferrarese et al., 1999; Chapman et al., 2009).
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Essa resposta pro-inflamatéria aguda € rapidamente seguida por
imunodepressao periférica, caracterizada por linfopenia, inativacdo de mondécitos,
deplecdo de células T esplénicas e células natural killer (NK), com reducéo do
volume esplénico (Offner et al., 2006). Além disso, ha diminui¢cdo da producédo de
citocinas pro-inflamatoérias, como IFN-y e TNF-a, que sao necessarias para defesa
contra a infeccdo bacteriana e viral (Meisel et al., 2005; Choi et al., 2021).

Destaca-se adicionalmente com o AVCi a implicacéo sobre o eixo hipotalamo
hipofise adrenal (HPA) e o sistema nervoso autbnomo, ambos componentes da
comunicacgao que envolve cérebro e sistema imune (Han etal., 2021). O eixo HPA é
uma parte importante do sistema neuroenddcrino que regula a funcdo do corpo
através da liberacdo de hormdnios liberadores de corticotrofina do hipotalamo. E
amplamente aceito que os glicocorticoides tém efeitos antiinflamatorios. Além disso,
evidéncias anteriores demonstraram que os glicocorticéides tém fortes efeitos pré-
apoptdticos e antiprolifrativos nos linfocitos T. Todas as propriedades dos
glicocorticoides contribuem para os seus efeitos antiinflamatérios que levam a
imunossupressdo po6s-AVC. Finalmente, a ativacdo do eixo HPA pode induzir
imunossupressdo em camundongos, aumentando a atividade enddégena dos
corticosterdides (Chen et al., 2016).

O sistema nervoso simpatico (SNS) € superativado dentro de 1 a 3 dias no
p0s-AVCi, induzindo imunossupressdo. As catecolaminas incluem principalmente
trés substancias, epinefrina, norepinefrina e dopamina, que sdo mediadores do SNS
secretados pela medula adrenal e terminacfes nervosas de oOrgdos periféricos
quando o SNS é ativado (Zuo et al., 2016). O baco €é inervado pelos neurbnios
noradrenérgicos do nervo esplénico, que séo regulados pelos neurbnios colinérgicos
do nervo vago. Além disso, as catecolaminas circulantes modulam a resposta das
célulasimunes. Portanto, ha um sutil equilibrio simpatico/parassimpético na resposta
imune do baco ap6s o AVCi (Hoover et al., 2017).

Em relacdo ao sistema gastrointestinal, o SNS pode ser deletério, por
interromper a produgao de mucina, aumentar a permeabilidade intestinal e alterar a
composicado da microbiota intestinal (Liu et al., 2019; Choi et al., 2021). Ocorrendo
reducdo da atividade do nervo parassimpatico apdés uma lesdo cerebral aguda
ocorre o estimulo da proliferacdo bacteriana intestinal e aumento a translocacéo

bacteriana (Sinagra et al., 2021).
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Pacientes com AVCi que exibem sinais de imunossupressao comumente
adquirem infecgdes. As infec¢des pos-AVCi podem ocorrer dentro de um dia ap6s o
inicio da imunossupressao associada a linfopenia. Além disso, a linfopenia pode ser
observada em pacientes dentro de 6 horas ap6s o AVCi e mantida por pelo menos
uma semana e até meses (Haeusler et al., 2008). A imunossupressao também pode
ser prontamente observada na diminui¢cdo do volume de érgaos imunolégicos como
visto no baco e timo em 12 horas ap6s o modelo animal de AVCi em camundongos
(Prass etal., 2003).

1.4 COMPROMETIMENTO DE ORGAOS PERIFERICOS POS-AVCi E SEPSE

A consequéncia direta da imunossupressao induzida pelo AVCi torna os
pacientes mais vulneraveis a infec¢des, das quais a pneumonia é a mais comum e
muitas vezes fatal (Vermeij et al., 2013). Foi demonstrado que cerca de 1/10 dos
pacientes com AVCi desenvolvem pneumonia na fase aguda (Badve et al., 2019).
Além disso, 0 edema pulmonar neurogénico também é uma das complicacbes
pulmonares comuns. O seu mecanismo pode ser proveniente do dano da barreira
alveolar capilar causada por um grande numero de descargas do sistema nervoso
ap0s a lesdo craniocerebral grave e sobrecarga de volume pulmonar causada pelo
aumento da resisténcia vascular sistémica (Zhao et al., 2020).

Existe, no entanto, duas teorias principais sobre 0 mecanismo da
fisiopatologia da pneumonia associada ao AVCi: teoria da aspiracdo e
imunossupressao (Hannawi etal., 2013). A inalacdo de uma pequena quantidade de
substancias causada pela disfagia € um fator para a pneumonia associada ao AVCi,
0 que pode estar relacionado com a transmissédo anormal de dopamina (Teramoto et
al., 2009). O bloqueio dos receptores de dopamina D1 em cobaias pode inibir os
reflexos de degluticdo e reduzir a substancia P em 6rgdos periféricos (Jia et al.,
1998). Devido a diminuicdo da producdo da dopamina na substancia negra e no
estriado de pacientes com AVCi, ocorre diminui¢cdo na expressao da substancia P no
nervo glossofaringeo e ganglio parassimpatico, resultando em disfagia (Teramoto et
al., 2009).

Outra teoria discutida, é a imunossupressao induzida pelo AVCi e como
resultado, a mudanca do fendtipo de linfocitos Thl para Th2, a diminuicdo de

linfocitos e células NK no sangue e no bacgo, e o comprometimento do mecanismo
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de defesa dos mondcitos e neutréfilos (Faura et al., 2021). Assim como a ativagcao
do SNS e o eixo HPA, resultando em linfopenia e inativagéo funcional de mondcitos
e Thl (Dirnagl et al., 2007, Haeusler et al., 2008; Liesz et al., 2009). Adicionalmente,
tém-se mostrado que existem interacdes entre a microbiota intestinal e o sistema
nervoso central, que sdo chamados de eixo cérebro-intestino. Nesse sentido, o AVCi
pode levar a destruicdo da barreira intestinal, aumentando a permeabilidade
intestinal, com posterior passagem de patobiontes para a circulacao sistémica (Wen
et al.,, 2017). A permeabilidade intestinal aumentada pode promover a infeccéo, e
por fim a inflamacdo sistémica que pode agravar diferentes sistemas ja
enfraquecidos em funcgéo do AVCi (Kelly et al., 2015).

A doenca cardiovascular € considerada o fator de risco predisponente para
AVCi e as complicacBes cardiovasculares também sao a segunda causa de morte
apos o evento (Chen et al., 2017; Battaglini et al., 2020). Nos primeiros dias apés o
AVCi, complicacBes cardiacas sdao um problema comum, incluindo arritmia,
insuficiéncia cardiaca, lesdo miocérdica, doenca coronaria ndo fatal, sindrome de
Takotsubo e outras doencgas neurocardiogénicas (ladecola et al., 2011; Barugh et al.,
2014; Kelly et al.,, 2015). Alguns estudos mostraram mudancgas estruturais ou
funcionais da rede do sistema nervoso autbnomo central apds AVCi, e afetaram a
frequéncia cardiaca e a contratilidade cardiaca através do SNS e parassimpatico
(Palma et al., 2014; Scheitz et al., 2018).

O horménio liberador de corticotrofina secretado pelo nucleo paraventricular
hipotalamico, estimula a hipofise para liberar corticotrofina, que estimula a glandula
adrenal para liberar o cortisol (Whitnall et al., 1993). Estudos com modelo animal de
oclusdo da artéria cerebral média em ratos verificaram que a ativagcdo do nucleo
paraventricular ocorre devido a ativacdo de NMDA pelo glutamato, o que leva a
arritmia, com aumento de niveis plasmaticos de catecolaminas, o que pode levar a
lesdo miocardica (Hachinski et al., 1986; Jia et al., 2015).

No que refere-se ao tecido hepético, na fase aguda do AVCi, o metabolismo
da glicose e as proteinas implicadas na sinalizacédo da insulina e do horménio do
crescimento no figado séo alterados. A lesdo hepaticainduzida por AVCi e disfuncéo
de hepatdcitos estdo associadas a distlrbios metabdlicos, diminuicdo dos fatores de
transcricdo hepatica e comprometimento da funcdo imunoldgica do hospedeiro,
sintese protéica e depuracdo de fatores de coagulacdo ativados. A insuficiéncia

hepatica € um importante fator de risco para doencas cardiovasculares, mas sua
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associacao com doencas cerebrovasculares, como AVCi, ainda & pouco investigada.
Em um estudo recente, aproximadamente 61% dos pacientes sem historia de
disfuncédo hepatobiliar prévia apresentavam niveis anormais de enzimas hepaticas
na admissdo geral na unidade de terapia intensiva (UTI), e esse achado foi
associado ao aumento da mortalidade em curto prazo (Alexander et al., 2018).
Adicionalmente, foi verificado um aumento nos niveis de bilirrubina durante AVCi e
sua associacdo com a gravidade dos sintomas (Pineda et al., 2008). Alteragcoes
durante a fase aguda do AVCi também foram relatadas para a gama-glutamil-
transferase (Sevastos et al., 2005).

O bago também se torna alvo ap6s o AVCi. Devido a funcédo das quimiocinas
e citocinas, o cérebro recruta um grande namero de células imunes derivadas do
baco para o local da lesdo cerebral para estabelecer a resposta inflamatéria (Ma et
al., 2015; Liu et al., 2015). Diferentes estudos mostram que logo apos o AVCi, o
baco encolhe acentuadamente e o namero de células no baco diminui (Sahota et al.,
2013; Vahidy et al., 2016; Seifert et al., 2018). Logo apés o AVC, a ativacdo do SNS
leva a um aumento da norepinefrina e da epinefrina na circulagéo sistémica. Em
roedores, 0 baco encolhe apds modelo experimental de oclusdo da artéria cerebral
média (MCAO), que pode ser devido a expressdo do receptor a-1 adrenérgico no
saco esplénico de ratos, que leva a contracao esplénica apos ativacao (Seifertetal.,
2018). Tanto a norepinefrina quanto a epinefrina ttm demonstrado causar atrofia
esplénica significativa (Mignini et al., 2003).

A alteracdo cardiovascular, pulmonar, hepatica e esplénica tem sido vista
apos o AVCi e de forma semelhante, tais sistemas sdo alvo em uma das condicfes
infecciosas apds o AVCi, a sepse. A sepse € caracterizada por presenca de infec¢ao
que interfere na regulacdo de 6rgaos e sistemas (Cecconi et al., 2018). De acordo
com o ultimo consenso internacional realizado pela Society of Critical Care Medicine
e a European Society of Critical Care Medicine, denominado Sepsis-3, a sepse €
definida como uma disfunc¢éo organica com risco de vida causada por uma resposta
inflamatéria sistémica a presenca de um patégeno (Singer et al., 2016). O choque
séptico é definido quando a sepse ocorre com a presenca de hipotensdo, com
necessidade de terapia para manter pressdo arterial média (PAM) = 65 mmHg
associada a lactato = 2 mmol/L, apdés adequada ressuscitagdo volémica (Armstrong
et al., 2017).
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Pacientes internados em UTI com AVC possuem uma alta suscetibilidade a
desenvolver um quadro de sepse, sendo maior em pacientes ap6s AVCi (Ma et al.,
2015; Zaid et al., 2019). Em modelo animal de AVCiI, foi verificado aumento da
permeabilidade intestinal com translocacao bacteriana para érgaos como o pulmao,
coracao e ceérebro, resultando em condi¢cdes associadas a sepse em camundongos
(Crapser et al., 2016).

Se tratando de uma condicédo sistémica, a fisiopatologia da disfunc¢éo organica
na sepse pode ser multifatorial e altamente complexa. Atualmente, a literatura
elucida o papel do estresse oxidativo sobre o comprometimento funcional de érgéos

periféricos na sepse (Margotti et al., 2022; Giustina et al., 2022).

1.5 ESTRESSE OXIDATIVO EM ORGAOS PERIFERICOS NA SEPSE

A geracdo de radicais livres constitui um processo continuo e fisiolégico,
cumprindo func¢des biologicas relevantes. Durante os processos metabdlicos, esses
radicais atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons nas varias
reacbes bioquimicas. Porém, a producdo excessiva pode conduzir a danos
oxidativos (Shami e Moreira., 2004). A producao continua de radicais livres culminou
no desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidante. Estes tém o objetivo de
limitar os niveis intracelulares de tais espécies reativas e controlar a ocorréncia de
danos decorrentes (Bianchi e Antunes., 1999).

A instalacdo do estresse oxidativo decorre da existéncia de um desequilibrio
entre compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da geracdo excessiva de
radicais livres ou em detrimento da velocidade de remocéo desses. Tal mecanismo
conduz a oxidacdo de biomoléculas com consequente perda de suas funcdes
biolégicas e/ou desequilibrio homeostatico, cuja manifestacdo € o dano oxidativo
potencial contra células e tecidos (Halliwell e Whiteman., 2004). Os mecanismos de
geracdo de radicais livres ocorrem, normalmente, nas mitocondrias, membranas
celulares e no citoplasma. Tais mecanismos podem, especialmente, ser favorecidos
pelos ions ferro e cobre (Koury e Donangelo., 2003). A mitocéndria, por meio da
cadeia transportadora de elétrons, é a principal fonte geradora de radicais livres
(Green et al., 2004).

Na mitocondria, o Oz sofre reducédo tetravalente, com aceitacdo de quatro

elétrons, resultando na formagéo de agua. A enzima catalisadora dessa reacao € a



20

citocromo oxidase. Na parte terminal da cadeia transportadora de elétrons, a referida
enzima oxida quatro moléculas de citocromo ¢ removendo um elétron de cada uma
delas. Esses elétrons sédo adicionados ao Oz para formar agua. A acao da citocromo
oxidase controla a geragéo de radicais livres, impedindo sua geragao excessiva na
mitocéndria. No entanto, cerca de 2% a 5% do oxigénio metabolizado nas
mitocondrias sdo desviados para outra via metabdlica, e reduzidos de forma
univalente, dando origem aos radicais livres. A reducdo univalente do O2 séo
gerados os radicais superoxido (Oze), hidroxila (OHe) e, ainda, perdxido de
hidrogénio (H202) (Koury e Donagelo., 2003). Além da capacidade do Oz em
participar de reagdes de geragdo de OHe, pode ainda, por meio da reagdo com o
radical livre 6xido nitrico (NO-), gerar a espécie reativa de nitrogénio, peroxinitrito
(ONOO), também potencialmente reativa (Green et al.,2004).

Os ions ferro e cobre sédo muito ativos em reagdes de 6xido-reducao, o que 0s
capacitam como potentes catalisadores das reacdes de geracao de radicais livres. A
participacdo desses metais se da, especialmente, por meio das reacdes de Fenton e
Haber-Weiss. A primeira diz respeito a geracéo de radical OHe, por meio da reagao
do H202 com os ions em questao, ao passo que, na segunda, estes ions catalisam a
reacao entre o H202 e o radical O2¢, a fim de gerar, da mesma forma, o radical OH-
(Koury e Donangelo., 2003).

Outra importante fonte geradora de radicais livies sdo as enzimas
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidases (NADPH). Essas se referem a
proteinas transmembrana que tém a funcdo de transferir os elétrons através das
membranas celulares. Geralmente, o aceptor de elétrons € o oxigénio e, dessa
forma, em decorréncia desse mecanismo, gera-se o radical Oz¢ (Bernard e Krause.,
2007).

Os acidos graxos poli-insaturados contidos nas membranas celulares fazem
com que essas espécies sejam potentes geradoras de radicais livres, alcoxila (LO¢)
e peroxila (LO2¢), por meio da lipoperoxidagao. Assim, o radical OHe, por meio da
retirada de um atomo de hidrogénio dos acidos graxos poli-insaturados da
membrana celular, desempenha importante papel na lipoperoxidacdo, sendo
considerado o principal iniciador de tal reagéo (Welch et al., 2002).

O sistema de defesa antioxidante tem a funcao de inibir e/ou reduzir os danos
causados pela acao deletéria dos radicais livres ou das espécies reativas nao-

radicais. Tais acdes podem ser alcangcadas por meio de diferentes mecanismos de
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acao: impedindo a formacao dos radicais livres ou espécies nao-radicais (sistemas
de prevencgdo), impedindo a acdo desses (sistemas varredores) ou, ainda,
favorecendo o reparo e a reconstituicdo das estruturas bioldgicas lesadas (sistemas
de reparo) (Koury e Donangelo., 2003).

Usualmente, esse sistema é dividido em enzimatico e ndo-enzimatico. No
altimo caso, é constituido por grande variedade de substancias antioxidantes, que
podem ter origem enddgena ou dietética. Os antioxidantes sdo definidos como
qualquer substancia que, presente em menores concentracdes que as do substrato
oxidavel, seja capaz de atrasar ou inibir a oxidacdo deste de maneira eficaz. Tais
substancias podem agir diretamente, neutralizando a acédo dos radicais livres e
espécies ndo-radicais, ou indiretamente, participando dos sistemas enzimaticos com
tal capacidade (Halliwell e Whiteman., 2004).

O sistema de defesa enziméatico inclui as enzimas superdoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). Essas enzimas agem por meio
de mecanismos de prevencao, impedindo e/ou controlando a formagéo de radicais
livres e espécies ndo-radicais, envolvidos com a iniciacdo das reacbes em cadeia
que culminam com propagacao e amplificacdo do processo e, consequentemente,
com a ocorréncia de danos oxidativos. As enzimas CAT e GPx agem com 0 mesmo
proposito, ou seja, o de impedir o acimulo de H202. Tal a¢éo integrada é de grande
importancia, uma vez que essa espécie reativa, por meio das reacdes de Fenton e
Haber-Weiss, mediante a participacdo dos metais ferro e cobre, culmina na geracéo
do radical OHe, contra o qual ndo ha sistema enzimatico de defesa. Além de ser o
principal iniciador do processo de peroxidacéo lipidica, tendo como consequéncia a
alteracéo da funcdao bioldgica das membranas celulares, esse radical é capaz de agir
sobre as proteinas, alterando-as em relagdo a sua estrutura e/ou funcéo biol6gica
(Welch etal., 2002).

Considerando a potencialidade do radical OH+ e o fato da ndo existéncia de
defesa enzimatica especializada, € de extrema importdncia a manutencdo do
perfeito equilibrio entre as enzimas antioxidantes, com o propdsito de promover a
manutencéo da integralidade celular (Rover et al., 2001).

Fortes evidéncias demonstram que o desequilibrio entre a geragédo de ERO e
espécies reativas de nitrogénio (ERN) e sua degradacéo pelo sistema antioxidante
constituido pelas enzimas SOD, CAT e GPx, esta presente na fisiopatologia da

sepse e no dano em 6rgaos periféricos (Petronilho et al., 2016). As EROs e ERNs
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promovem importantes efeitos pro-inflamatérios, incluindo dano endotelial,
recrutamento de neutréfilos e disfuncdo mitocondrial que por fim tais mecanismos
contribuem para a alta regulacéo do estresse oxidativo (Andrades et al., 2005).

Dessa forma, sabendo que o estresse oxidativo esta associado tanto ao AVCi,
guanto na sepse, e que a alteracdo da permeabilidade intestinal associada a
translocacdo bacteriana pode ser uma fonte potencial de infecgcbes sistémicas,
denota-se relevante a compreensao do papel do estresse oxidativo, em associado a
infeccdo pdés-AVCi em oOrgdos periféricos, a fim de ampliar o entendimento nos
dominios diagndésticos, progndsticos e estratégias protetoras para a infeccdo pos-
AVCi.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a relacdo entre a sepse p0s-AVCi e 0 estresse oxidativo em 6rgaos
periféricos em ratos Wistar machos e fémeas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estimar o edema cerebral de ratos Wistar machos e fémeas p6s-AVCi e sepse;

e Avaliar a atividade da mieloperoxidase (MPO) no pulméo, figado, coracao, baco
e soro de ratos Wistar machos e fémeas induzidos a sepse p6s-AVCi;

e Avaliar o nivel de nitrito/nitrato no pulméo, figado, coragéo, bago e soro de ratos
Wistar machos e fémeas induzidos a sepse p0s-AVCi;

e Avaliar o dano oxidativo em lipidios e proteinas no pulméo, figado, coracgéo,
baco e soro de ratos Wistar machos e fémeas induzidos a sepse pos-AVCi;

e Avaliar a defesa antioxidante enzimatica no pulméo, figado, coracdo, baco e

soro de ratos Wistar machos e fémeas induzidos a sepse p6s-AVCi.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram inclusos no estudo ratos Wistar machos e fémeas de 60 dias de idade,
e que ndo tenham sido utilizados em estudos anteriores, provenientes do biotério da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), onde permaneceram no Biotério da
Universidade do Sul de Santa Catarina (UNISUL). Os animais estavam alojados em
local fresco e arejado, em um ciclo de 12 horas claro/escuro, a uma temperatura de
23 °C + 1 °C, com alimento e agua sempre disponiveis. Ap6s inducdo de
isquemia/reperfusdo, todos os animais receberam racdo Umida (Crapser et al.,
2016). Para coleta de amostras bioldgicas, apds os experimentos todos 0s animais
foram submetidos a eutanésia por decapitagdo obedecendo as disposi¢cdes da
Resolucdo numero (n°.) 1000 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV),
de 20/06/2002.

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da UNISUL com parecer de aprovagao n°. 22.009.4.01.1V (anexo
A). Os experimentos foram efetuados somente apds a aprovacdo do CEUA e foram
realizados de acordo com as diretrizes atuais para os cuidados de animais de
laboratério e as diretrizes éticas para investigacdes de dor experimental em animais
conscientes no Brasil: Conselho Nacional de Controle e Experimentagdo Animal
(CONCEA); Resolucado Normativa n° 30 de 02 de fevereiro de 2016 e Diretriz
Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais em Atividades de Ensino ou de
Pesquisa Cientifica (DBCA).

3.2 DESENHO EXPERIMENTAL

Os desenhos experimentais remetem as avalia¢des in vivo utilizando modelo
experimental de MCAO para inducéo de isquemia cerebral e modelo experimental
de CLP para inducdo de sepse. Os grupos foram aleatoriamente divididos em:
sham+sham machos (n=6), sham+sham fémeas (n=6), MCAO+sham machos
(n=10), MCAO+sham fémeas (n=10), sham+CLP machos (n=12), sham+CLP
fémeas (n=12), MCAO+CLP machos (n=14), MCAO+CLP fémeas (n=14), totalizando
84 animais. Os animais foram submetidos ao modelo experimental de AVCi pelo
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modelo experimental de MCAO por 60 minutos ou sham. Apos 7 dias de reperfuséo
foram submetidos a sepse pelo modelo experimental de CLP ou sham e em 24h
apos anestesiados com cetamina e xilazina (80 mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente)
e realizada a puncao cardiaca para retirada do soro seguido por decapitagdo em
guilhotina, foi retirado o cérebro total, amostras de pulméao, figado, coracéo e baco
(Crapser et al., 2016).

3.3 MODELO EXPERIMENTAL DE AVCi

O AVCifoiinduzido utilizando a técnica de MCAO (Li et al., 2013). Os animais
foram anestesiados com isoflurano (Cristalia, Brasil) (1 L/min de O2 e 1 L/min O2
ambiente), e mantidos sob anestesia utilizando o fluxo de 1 — 2% de isoflurano com
vaporizador de kit de anestesia (Hipnos 50 |, Previtch, Brasil). Foi realizada
tricotomia na regido cervical ventral e em seguida assepsia com clorexidina 4%. A
incisdo foi no local asséptico no pesco¢o na linha média ventral. Para a MCAO
unilateral foi inserido um monofilamento revestido com borracha de silicone na
artéria carétida interna direita a 6 mm da bifurcacdo da artéria cardtida interna
através de um coto da artéria carétida externa. Em seguida, fechou-se o plano
cirirgico com fio de sutura nylon 3-0 (Shalom, Brasil) e a isquemia cerebral induzida
teve duracdo de 60 minutos de MCAO. Os animais sham foram submetidos ao
mesmo procedimento, exceto a oclusédo da artéria carétida interna. Apés 60 minutos
de MCAO, sob anestesia, a oclusdo foi removida para permitir a reperfusdo. A
temperatura foi monitorada e mantida a aproximadamente 37 °C durante a cirurgia e

isquemia (McCullough et al., 2003).

3.4 MODELO EXPERIMENTAL DE SEPSE

A sepse foi induzida usando a técnica de CLP (Fink e Heard., 1990). Os
animais foram anestesiados com cetamina e xilazina (Syntec, Brasil) (80 mg/kg e 10
mg/kg, respectivamente) por via intraperitoneal, sendo submetidos a laparotomia
com incisdo mediana abdominal. O ceco foi ligado logo abaixo da juncao ileocecal
com fio seda 3-0 (Shalom, Brasil), mantendo assim a continuidade intestinal. Logo
apos, o ceco foi perfurado com uma agulha n°. 14 na face antimesentérica e

sutilmente comprimidos até a extrusdo de conteudo fecal. Os planos cirargicos foram
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fechados com fio de sutura nylon 3-0 (Shalom, Brasil) e os animais observados em
caixa de recuperacdo por duas horas. O grupo sepse recebeu “suporte basico” de
salina em 50 mL/kg imediatamente e 12 horas apds CLP e ceftriaxona (Amplospec,
Brasil) em 30 mg/kg a cada 12 horas, em um total de 24 horas. O grupo controle
(sham) foi submetido a laparotomia, porém o ceco manipulado pelo mesmo periodo,
mas nao houve ligacdo ou perfuragcédo. O grupo sham recebeu somente salina, 50
mL/kg, imediatamente e 12 horas apos a cirurgia, sendo o volume de salina
corresponde a administracdo do antibiético ao grupo CLP. ApGs o procedimento
cirdrgico, todos os animais receberam uma injecdo intramuscular de 80 mg/kg de

dipirona sédica para analgesia.

3.5 EDEMA CEREBRAL

A avaliacdo do edema cerebral foi realizada pelo método de secagem e
pesagem com base no registro do teor de agua no cérebro. Imediatamente apos
eutanasia o encéfalo foi isolado e o tecido cerebral colocado sobre um papel filtro
para remoc¢do do excesso de agua. Posteriormente os mesmos foram pesados em
balanca analitica de precisdo (Bel, S203H, Brasil, com sensibilidade 0,01 g) e
colocados em capsulas de porcelana, previamente seca em estufa. Em seguida, o
tecido cerebral na céapsula de porcelana foi colocado em uma incubadora com
temperatura e unidade constantes durante 24 h a 100 °C. Apés 24 h o cérebro seco
na capsula de porcelana foi pesado novamente. A percentagem de agua foi
calculada de acordo com a seguinte formula: % de H20 = [(peso Umido - peso seco)
/ peso umido] X 100 (Durmaz et al., 2003).

3.6 AVALIACAO DE PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO

As amostras de soro, baco, pulmao, figado e coracdo foram removidas e
armazenadas em freezer a menos 80 °C para as analises de estresse oxidativo.
Todas as mensuracdes neuroquimicas foram normalizadas pelo conteddo de
proteinas, de acordo com o método descrito por Lowry et al, baseado na reacéo de
Folin-Ciocalteu (Sigma-Aldrich, EUA) expressas como nmol/min/mg de proteina
(Lowry et al., 1951).
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3.6.1 Atividade da mieloperoxidase

O indicativo de infiltrado de neutréfilos e producao 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 hexadeciltrimetilamonio
(SIGMA_ALDRICH, EUA) e centrifugado a 15.000 g durante 40 minutos. A
suspensdo foi sonicada trés vezes durante 30 segundos. Uma parte do
sobrenadante foi misturada com solugédo de tetrametilbenzidina 1,6 mM (Sigma-
Aldrich, EUA) e 1 mM de peréxido de hidrogénio (H202). A atividade foi medida como
a variacao de absorbancia a 650 nm a 37 °C (De Young etal., 1989). Os resultados

foram expressos em muU/mg de proteina.

3.6.2. Determinacgé&o de nitrito/nitrato

A concentragdo de nitrito/nitrato foi mensurada por meio da reagéo de Griess,
pela adicdo de 100 pL de reagente de Griess [0,1% (w/v) naftil etilenodiamina
dicloridrato em H20 e 1% (p/v) sulfanilamida em 5% (v/v) H3PO4 em volume
concentrado (1:1)] para 100 yL de amostra. A densidade 6ptica foi medida a 550 nm
usando um espectrofotdmetro. Os resultados expressos como nmol/mg de proteina
(Green et al., 1982).

3.6.3. Avaliacdo de dano oxidativo aos lipidios e proteinas

O indice de dano oxidativo em lipidios foi avaliado pela técnica de formacao
de substéncias reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS) (Draper et al., 1990). As
amostras foram homogeneizadas em tampéo fosfato e foram desproteinizadas com
0 &cido tricloroacetico 10% com centrifugacdo a 1.000rpm por 10 minutos. Ao
sobrenadante foi adicionado acido tiobarbitarico 0,67% (Sigma-Aldrich, EUA) e em
seguida foi incubado a 100 °C em banho-maria por 30 minutos. A leitura da
absorbancia foi realizada em 532 nm em espectrofotbmetro utilizando 1,1,3,3-
tetrametoxipropano como padrdo externo. Os resultados foram expressos como
equivalentes de malondialdeido nmol/mg de proteina.

O indice de dano oxidativo as proteinas foi quantificado pela reacdo dos

grupamentos carbonilados com dinitrofenilhidrazina (Levineet al., 1990). As



28

proteinas foram precipitadas com acido tricloroacetico 20% (Vetec) e redissolvidas
em dinitrofenilhidrazina (Sigma-Aldrich, EUA). A leitura da absorbancia foi realizada
em espectrofotbmetro a 340 nm. Os resultados foram expressos em nmol/mg de

proteina.

3.6.4. Enzimas antioxidantes

A atividade enzimatica da CAT foi determinada pela diminuicdo no consumo
de perdoxido de hidrogénio. A leitura da amostra foi realizada em leitora de
microplacas a 240 nm, nos tempos 0, 30 e 60 segundos. A atividade da CAT foi
expressa em U de CAT/mg de proteina (Aebi., 1984).

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Para as analises bioquimicas, os dados foram apresentados como média +
DP e analisados por ANOVA, seguido de teste post hoc Tukey. Os valores foram
considerados significativos quando o valor de p<0,05. Todas as andalises foram

executadas utilizando o programa GraphPad Prism versao 8.0.
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4 RESULTADOS
4.1 EDEMA CEREBRAL

Conforme demonstrado na figura 2, foi encontrado um aumento significativo
no edema cerebral nos animais machos submetidos a MCAO+sham e a MCAO+CLP
em comparacdo aos animais do grupo sham+sham. O grupo MCAO+CLP
apresentou uma potencializacdo no edema cerebral em comparagdo com 0s grupos
sham+CLP e MCAO+sham. Em relacdo as fémeas, ndo foram encontrados

resultados significativos entre 0s grupos.
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Figura 2: Grafico com os resultados de edema cerebral, sham+sham machos (n=6), sham+sham
fémeas (n=6), MCAO+sham machos (n=10), MCAO+sham fémeas (n=10), sham+CLP machos
(n=12), sham+CLP fémeas (n=12), MCAO+CLP machos (n=14), MCAO+CLP fémeas (n=14).
*p<0,05, *p<0,01, **p<0,001, ***p<0,0001 (ANOVA seguido de teste post hoc Tukey).

4.2 ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE

Em relacdo a MPO, nos machos, percebe-se no soro (Figura 3A), pulmao
(Figura 3B), coracdo (Figura 3C), figado (Figura 3D) e baco (Figura 3E) um aumento
na atividade da MPO apenas no grupo MCAO+CLP comparado com todos 0s outros
grupos (Figura 3). Nas fémeas né&o foram encontrados resultados significativos entre
0S grupos, mas percebe-se uma diminuicdo da atividade de MPO nas fémeas do

grupo MCAO+CLP no soro, pulméo e bagco comparado aos machos.
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Figura 3: Grafico com os resultados de atividade da mieloperoxidase no soro, pulméo, coragéo,
figado e bago, sham+sham machos (n=6), sham+sham fémeas (n=6), MCAO+sham machos (n=10),
MCAO+sham fémeas (n=10), sham+CLP machos (n=12), sham+CLP fémeas (n=12), MCAO+CLP
machos (n=14), MCAO+CLP fémeas (n=14). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 entre os
grupos do mesmo sexo e *p<0,05, ***p<0,001, ****p<0,0001 entre machos e fémeas do mesmo grupo
(ANOVA seguido de teste post hoc Tukey).
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4.3 DETERMINACAO DE NITRITO/NITRATO

Em relacdo aos niveis de nitrito/nitrato no soro (Figura 4A), nas fémeas,
percebe-se um aumento no grupo sham+CLP e uma potencializagdo no grupo
MCAO+CLP comparado a todos os outros grupos de fémeas. No soro houve um
aumento de nitrito/nitrato em fémeas comparando-se aos machos nos grupos
sham+CLP, MCAO+sham e MCAO+CLP.

Em relacdo ao pulméo (Figura 4B), nos machos, aumentou a concentragao
de nitrito/nitrato no grupo MCAO+CLP em relacdo aos demais grupos de machos.
Nas fémeas, no pulméo, aumentou a concentracdo de nitrito/nitrado no grupo
MCAO+CLP em relacdo ao grupo MCAO+sham. Além disso, uma diferenca foi
verificada entre os sexos com aumento de nitrito/nitrato nas fémeas comparando-se
aos machos nos grupos sham+sham e sham+CLP.

No coracdo (Figura 4C), nas fémeas, aumentou a concentracdo de
nitrito/nitrato no grupo MCAO+CLP em relagdo aos demais grupos, sendo esse
aumento maior nas fémeas do que nos machos. Em relacdo ao figado (Figura 4D),
nas fémeas, aumentou o0s niveis de nitrito/nitrato nos grupos sham+CLP e
MCAO+CLP em relacdo ao grupo sham+sham, e uma potencializacdo desse
aumento no grupo MCAO+CLP em relacdo ao grupo MCAO+sham. No baco (Figura
4E), nas fémeas, verificou-se um aumento de nitrito/nitrato em todos 0s grupos em
relagdo ao grupo sham+sham e uma diminuicdo em MCAO+sham em relagdo a
sham+CLP. Ainda no baco comparando machos e fémeas, verificou-se um aumento
de nitrito/nitrato em fémeas nos grupos sham+CLP, MCAO+sham e MCAO+CLP.
Nos grupos de machos, ndo foram encontrados resultados significativos no soro,

coracao, figado ou bacgo entre os grupos.
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Figura 4: Grafico com os resultados de concentragdo de nitrito/nitrado no soro, pulméo, coracéo,

figado e bago, sham+sham machos (n=6), sham+sham fémeas (n=6), MCAO+sham machos (n=10),
MCAO+sham fémeas (n=10), sham+CLP machos (n=12), sham+CLP fémeas (n=12), MCAO+CLP
machos (n=14), MCAO+CLP fémeas (n=14). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ****p<0,0001 entre oS

grupos do mesmo sexo e *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ***p<0,0001 entre machos e fémeas do

mesmo grupo (ANOVA seguido de teste post hoc Tukey).
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4.4 AVALIACAO DE DANO OXIDATIVO AOS LIPIDIOS E PROTEINAS

Em relacdo ao dano em lipidios no soro (Figura 5A), nas fémeas, aumentou
equivalente de MDA somente no grupo MCAO+CLP em relacdo ao grupo
sham+sham. No pulméao (Figura 5B), nas fémeas aumentou equivalente de MDA nos
grupos sham+CLP e MCAO+CLP em relagcédo ao grupo sham+sham e comparando
machos e fémeas um aumento em MCAO+CLP foi verificado em fémeas. No
coragdo (Figura 5C) os resultados ndo foram significativos enquanto no figado
(Figura 5D), nos machos, aumentou equivalente de MDA somente no grupo
MCAO+CLP em relagdo ao grupo sham+sham. Em relagéo as fémeas, aumentou
equivalente de MDA nos grupos sham+CLP e MCAO+CLP em relagdo ao grupo
sham+sham. No baco (Figura 5E) os resultados entre 0s grupos e entre 0S sexos
nao foram significativos.

Em relacdo aos resultados de proteinas carboniladas, foi encontrado um
aumento no soro (Figura 6A) no grupo MCAO+sham nos machos comparado ao
grupo MCAO+sham nas fémeas. Quando comparado entre 0os grupos de machos ou
entre os grupos de fémeas, ndo apresentam diferencas significativas. No pulméo
(Figura 6B), nos machos, verifica-se um aumento da proteina carbonilada nos
grupos sham+CLP e MCAO+CLP em relagdo ao grupo sham+sham, e que no grupo
MCAO+CLP potencializou esse aumento comparado aos grupos sham+CLP e
MCAO+sham. Apresentou ainda uma diminuicdo nos grupos sham+CLP e
MCAO+CLP nas fémeas comparando-se aos machos. No coragcao (Figura 6C)
aumentou proteina carbonilada no grupo MCAO+sham nos machos comparado ao
grupo MCAO+sham nas fémeas. No figado (Figura 6D) aumentou proteina
carboniladano grupo MCAO+CLP em relacdo ao grupo sham+CLP. No bago (Figura
6E), nos machos, aumentou proteina carbonilada nos grupos sham+CLP e
MCAO+CLP em relagdao a sham+sham e MCAO+sham. Comparando machos e
fémeas, percebe-se um aumento da proteina carbonilada no grupo MCAO+CLP nos

machos comparado ao grupo MCAO+CLP nas fémeas.
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Figura 6: Grafico com os resultados de proteina carbonilada no soro, pulméo, coragéo, figado e

baco, sham+sham machos (n=6), sham+sham fémeas (n=6), MCAO+sham machos (n=10),

MCAO+sham fémeas (n=10), sham+CLP machos (n=12), sham+CLP fémeas (n=12), MCAO+CLP
machos (n=14), MCAO+CLP fémeas (n=14). *p<0,05, **p<0,01, **p<0,001, ****p<0,0001 entre oS
grupos do mesmo sexo e *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,0001 entre machos e fémeas do mesmo grupo

(ANOVA seguido de teste post hoc Tukey).



36

4.5 ATIVIDADE DA CATALASE

Em relacdo a catalase no soro (Figura 7A) e no pulmao (Figura 7B), nas
fémeas, diminuiu atividade da catalase nos grupos sham+CLP e MCAO+CLP em
relacdo ao grupo sham+sham. Além disso, houve uma diminuicdo de MCAO+CLP
em relacdo a MCAO+sham no soro das fémeas. Nos grupos de machos, nédo foram
encontrados resultados significativos no soro ou no pulméo entre os grupos. No
coracdo (Figura 7C), nos machos, diminuiu atividade da catalase no grupo
MCAO+CLP em relacdo ao grupo sham+sham. Nas fémeas, no coragao, diminuiu
atividade da catalase nos grupos sham+CLP e MCAO+CLP em relagcdo ao grupo
sham+sham e MCAO+CLP em relacdo a MCAO+sham. No figado (Figura 7D), nos
machos, diminuiu atividade da calatase de todos 0s grupos em relagdo ao grupo
sham+sham. Nas fémeas, no figado, diminuiu atividade da catalase nos grupos
MCAO+sham e MCAO+CLP em relagdo ao grupo sham+sham. No baco (Figura 7E),
nas fémeas, diminui atividade da catalase de todos os grupos em relagdo ao grupo
sham+sham. Nos grupos de machos, ndo foram encontrados resultados

significativos entre 0s grupos.
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Figura 7: Gréfico com os resultados de atividade da CAT no soro, pulm&o, coracéo, figado e baco,

sham+sham machos (n=6), sham+sham fémeas (n=6), MCAO+sham machos (n=10), MCAO+sham

fémeas (n=10), sham+CLP machos (n=12), sham+CLP fémeas (n=12), MCAO+CLP machos (n=14),
MCAO+CLP fémeas (n=14). *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, ***p<0,0001 entre os grupos do mesmo
sexo (ANOVA seguido de teste post hoc Tukey).
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5 DISCUSSAO

O presente estudo buscou avaliar a diferenca do sexo sobre a sepse apos 0
AVCi em ratos Wistar machos e fémeas na avaliacdo do edema cerebral e estresse
oxidativo em ¢6rgdos periféricos e soro utilizando modelos pré-clinicos bem
estabelecidos. Dessa forma, foi verificado uma potencializacdo do aumento de
edema cerebral em ratos machos quando induzidos a sepse p6s-AVCi sobre
animais submetidos somente ao AVCi. Em relagéo ao efeito da sepse p6s-AVCi em
orgaos periféricos e soro, foi encontrado somente em machos um aumento da
atividade da MPO como indicativo de infiltrado de neutréfilos em diferentes 6rgéos e
no soro em animais submetidos a sepse pos-AVCi. Tais resultados nédo foram
seguidos nos niveis de nitrito/nitrato onde a potencializacdo de sepse pés-AVCi foi
mais evidente em fémeas. Por fim, em relacdo ao estresse oxidativo, houve uma
variabilidade no que se refere ao sexo, onde de maneira geral percebeu-se um
aumento de parametros de estresse oxidativo somente em animais submetidos a
sepse po6s-AVCi ou com aumento potencializado nesse grupo em relacdo aos
demais.

O AVCi tem efeitos profundos na resposta imune central e periférica (Crapser
et al., 2016). A neuroinflamacéo caracterizada pela ativagdo microglial também esta
associada ao aumento da permeabilidade da barreira hematoencefalica, resultando
no recrutamento de leucdcitos ativados derivados do sangue em dire¢do ao cérebro
(Mathias et al., 2023). Este processo de recrutamento é modulado por varias
moléculas de adeséo celular e citocinas. Quando induzidas, as citocinas agem sobre
o endotélio vascular para aumentar a expressao da molécula de adeséao intercelular-
1 (ICAM-1), P-selectina e E-selectina, levando a um maior acumulo local e adeséo
de leucacitos ativados com potencialidade de liberarem componentes causadores de
lise celular (Gauberti et al., 2018; Mathias et al., 2023).

Paralelo a isso, individuos com AVCi que necessitam de tratamento em UTI
devido a gravidade da doenca, ttm um mau prognadstico e sao propensos a diversas
complicacdes funcionais e neuroldgicas (Chamorro et al., 2007; Zheng et al., 2017,
Sebastian et al., 2019). Entre os desencadeantes de tais complicacdes estdo as
infeccBes pos-AVCi (Zheng et al., 2017). Além de prolongar a internacao hospitalar,
as infeccbes sado um fator de risco estabelecido e responsaveis por

aproximadamente 20% das mortes e elevada morbidade com potencializacdo do
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dano neurolégico ja estabelecido (Rocco et al., 2013; Giede-Jeppe et al., 2016).
Nesse contexto, no presente estudo o dano cerebral se mostrou mais evidente em
machos de acordo com a analise de edema cerebral sendo potencializado quando
expostos a uma infeccéo grave apés AVCi como a sepse.

A literatura nos mostra que as mulheres sofrem AVCi mais graves do que
homens, o que resulta em mais limitacdes fisicas, pior salde mental e maior
dependéncia em longo prazo (Gall et al., 2010). De acordo com o National Institute
of Health Stroke Scale (NIHSS), as mulheres apresentam uma prevaléncia maior de
desenvolverem quadros de AVCi agudo e severo, além de apresentarem
recuperacao mais lenta, em relacdo aos homens (Haast et al., 2012).

De fato, sabe-se que o0 sexo do individuo é um fator de risco ndo modificavel
tanto para o AVCi assim como para a sepse, mas também, que a influéncia do sexo
sobre o risco de dessas condicbes muda ao longo da vida (Roy-O'Reilly e
McCullough., 2018). A associacéo da severidade sobre uma recuperacdo mais lenta
nas mulheres se da principalmente apos a menopausa com a diminui¢do dos niveis
de estrogénio e antes disso, 0s homens sdo mais propensos a apresentarem mais
sequelas pds-AVCi (Tarig et al., 2023). Tais respostas podem explicar o fato de que
foi encontrado um aumento de edema cerebral em machos visto que foram
utilizados ratos com idade equivalente a um adulto jovem. Talvez esse seja um fator
limitante no presente estudo, por outro lado a utilizacdo de ratos adultos jovens e
ndo em idosos onde o AVCi é mais prevalente, se deve em parte a dificuldade de
realizar cirurgias em animais idosos aos altos custos dos animais e as baixas taxas
de sobrevivéncia em animais idosos (Liu e McCullough., 2011).

Em resposta ao quadro de AVCi e aos danos sistémicos provocados, ocorre
uma depressdo do sistema imunoldgico e a ativacdo de respostas adaptativas, que
de fato levam a um impacto negativo que € o aumento na incidéncia de infeccdes,
sendo um fator desencadeante para sepse (Crapser et al., 2016). A fisiopatologia da
disfuncéo organica induzida pela sepse envolve questées multifatoriais e complexas,
incluindo a ativacdo e migracao desordenada de neutrdfilos de forma sistémica
(Margotti et al., 2022). Nesse sentido a MPO, uma enzima especifica armazenada
em granulos de neutrofilos, serve como indicativo de infiltracdo de neutrofilos e
gravidade da inflamacao, além de producdo de moléculas oxidantes em condi¢cfes

em que existe a ativacao de neutrofilos (Islam e Takeyama., 2023).
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Em resposta a uma infeccdo ou inflamacdo, gradientes quimiotaticos
promovem a adeséo de neutrofilos as células endoteliais e quimiotaxia ao local da
injuria, como ocorre na sepse e AVCi (Petronilho et al., 2012; Li et al., 2022). A
avaliacdo da MPO periférica seguiu os resultados de edema cerebral no que se
refere a suscetibilidade ao sexo. Foi verificado no soro um aumento de MPO
somente em machos quando submetidos a sepse p6s-AVCi, indicando uma ativagédo
sistémica de neutrofilos. O mesmo resultado foi encontrado nos demais 6rgaos
(pulmao, coracéo, figado e bac¢o). Houve ainda uma diminuicdo nos niveis de MPO
nas fémeas quando comparadas aos machos no grupo MCAO+CLP. Esses
resultados vém de encontro ao estudo realizado por Manwani et al.,, 2013 que
mostrou que apo6s modelo de AVCi a presenca de neutréfilos ativados
sistemicamente ocorre em maior quantidade em camundongos machos adultos em
relacdo as fémeas.

Ainda relacionado ao processo inflamatério, o nivel de nitrito/nitrato pode ser
utilizado como um indicativo indireto da formacao de 6xido nitrico (Joaquim et al.,
2023). Nos ratos machos foram observados niveis elevados de nitrito/nitrato no
pulmdo quando submetidos a sepse poOs-AVCi. Referente as fémeas, foram
detectados niveis elevados no soro e nos oOrgdos periféricos inclusive com
potencializacdo da formacao de nitrito/nitrato no soro e figado. Comparando machos
e fémeas, foi evidente um aumento de nitrito/nitrato nas fémeas em relacdo aos
machos no soro, coracao, figado e baco. A expressao do gene do 6xido nitrico tem
sido implicada na diferenca entre 0 sexo sobre a suscetibilidade ao AVCi nas
mulheres (Howard et al., 2005). Castillo et al., 2000, num estudo clinico, mostraram
que o aumento do NO no liquido cefalorraquidiano esta associado a maior dano
cerebral e deterioracdo neurolégica precoce em fémeas.

Quando em homeostase, o NO se apresenta em pequenas gquantidades e
executa suas tarefas benéficas, porém em estados de agressao ao organismo como
na sepse e AVCI, ele se torna excessivo e as EROs fazem sua oxidagcdo em
peroxinitrito, sendo esse potencialmente reativo quando em altos niveis
(Tharmalingam et al., 2017). Especificamente em relacdo aos pacientes sépticos, 0
aumento da ativacdo de neutrofilos e vasodilatagdo com o aumento de oxido nitrico,
resulta em uma maior producdo de EROs (Helan et al., 2022). Dessa forma, a
producdo excessiva de EROs associada a um comprometimento em sua

neutralizacdo por enzimas antioxidantes, um processo chamado estresse oxidativo,
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pode danificar biomoléculas como os lipidios, proteinas, carboidratos e acidos
nucléicos, contribuindo para a disfuncdo e faléncia de 6rgdos na sepse,
especialmente o figado, pulmdes, coracdo e baco (Margotti et al., 2022).

Devido ao alto teor de &cidos graxos poli-insaturados presentes nas
membranas celulares, essas se tornam suscetiveis aos danos por EROs no
processo chamado de peroxidacdo lipidica (Reddy., 2023). Os resultados da
mensuracdo de peroxidacao lipidica se mostraram elevados em sepse pés-AVCi
sistemicamente (soro), pulmao e figado nas fémeas, enquanto nos machos, apenas
no figado. Tais respostas evidenciam que a associa¢cao das duas patologias leva a
um maior dano oxidativo em lipidios quando comparadas isoladamente. Além disso,
verificou-se um aumento de dano em lipidios na sepse e sepse pds-AVCi no figado
e pulméo respectivamente em fémeas comparadas aos machos. Nesse contexto,
um estudo realizado por Siotto et al., 2022, os niveis sisttmicos de marcadores de
peroxidacdo lipidica foram maiores em fémeas que em machos.

Esta claro que a peroxidacao lipidica desempenha um papel critico na morte
celular, incluindo apoptose, autofagia e ferroptose (Reddy., 2023). Adicionalmente, a
peroxidagdo lipidica desenvolve uma série de reagfes que geram compostos
altamente reativos, peroxidos lipidicos capazes de propagar a geracdo de
compostos reativos capazes levar a modificagdo de proteinas (Glorieux e Calderon.,
2017). Assim, além da peroxidacao lipidica, a oxidacao de proteinas também ocorre
em funcdo das modificagbes geradas pela producdo excessiva de EROs tanto no
AVCi assim como na sepse. Essa oxidacdo resulta na formacdo de proteinas
modificadas, alteracdes da funcéo celular e degradacdo de proteinas, podendo
ocorrer oxidacdo diretamente por danos das EROs ou indiretamente por ataque das
moléculas derivadas da peroxidacéao lipidica (Rodriguez-Garcia et al., 2020). Por tal
aspecto, as proteinas carboniladas sé@o o principal composto resultante da oxidacao
de proteinas. Sabe-se que a formacdo da carbonila é relativamente dificil de ser
induzida, em comparacdo com outras formacBes de proteinas derivadas da
oxidacao, por isso este marcador pode indicar a gravidade do processo oxidativo
celular e até mesmo a disfuncao protéica (Akagawa., 2021).

Se tratando da carbonilacéo proteica, os resultados mostraram que apenas 0s
machos apresentaram diferencas entre os grupos sendo evidenciado no pulméo,
figado e bago quando os animais foram submetidos a sepse ap6s o AVCi. Torna-se

importante destacar que a carbonilagdo proteica ocorre apenas como resultado de
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uma intensa formacdo de EROs (Requena et al.,, 1996; Akagawa., 2021). J4 no
coracdo ndo houve uma diferenga significativa, indo ao encontro com achados
prévios, talvez pelo fato de o figado, pulméo e baco serem 6rgéos alvo quando se
trata de fisiopatologia da sepse, sofrendo assim um maior dano (Petronilho et al.,
2016; Strnad et al., 2016).

Comparando machos e fémeas, verificou-se uma diminuicdo da proteina
carbonilada em fémeas comparadas aos machos quando submetidos ao AVCi no
soro e coragdo. A diminuicdo dos niveis de proteinas carboniladas nas fémeas
comparadas aos machos também pode ser vista no pulméo e bago com sepse e
sepse p6s-AVCi.

Estudos pré-clinicos em murinos mostram que as fémeas reagem ao estresse
fisico e psicol6gico com uma resposta hormonal mais forte e prolongada ao longo do
tempo, sugerindo uma maior vulnerabilidade masculina a estimulos negativos
(Cohen e Yehuda., 2011; Tiberi et al., 2023). Assim, na condicdo basal, um nivel
aumentado de EROs como H202e Oz foi encontrado em células da musculatura
vascular lisa de ratos machos em relacdo as fémeas (Malorni et al., 2008). Outros
estudos confirmam essa evidéncia, demonstrando que as mitocdndrias isoladas do
cérebro e do figado de ratos machos produziram 80% mais peroxidos da contraparte
feminina da mesma idade, independentemente da taxa de consumo de oxigénio
(Tiberi et al., 2023).

Uma vez que o estresse oxidativo € consequéncia de um desequilibrio entre
as defesas antioxidantes do tecido e as espécies reativas geradas, os resultados
encontrados neste estudo indicam fortemente que a sepse potencializa a diminui¢éo
da atividade da CAT em animais submetidos a AVCi. Estas observacdes foram
verificadas no soro, pulmao e baco em fémeas e no coracao e figado em machos e
fémeas. Niveis relativamente baixos destas enzimas podem ser responsaveis, em
parte, pela vulnerabilidade de cada tecido ao estresse oxidativo, bem como
verificamos em nosso estudo (Requena et al.,1996).

Em relagéo a diferenga entre machos e fémeas nas respostas aos insultos em
relacdo a atividade da CAT, é relatado que a atividade dependente de estrogénio
ativa o eixo de sinalizacdo NRF2 em varios tipos de células e aumenta a expressao
da propria NRF2 (Chen et al., 2013; Wu et al., 2014; Pajares et al., 2017; Pomatto et
al., 2018; Fao et al., 2019). Por outro lado, o estrogénio aumenta a atividade da

glutationa peroxidase e glutationa reduzida, mas nao indica uma sintese de CAT
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(Wu et al., 2014). Além disso, ao contrario do efeito positivo que o estrogénio exerce
na regulacdo da defesa antioxidante, ap0s insultos oxidativos, a ativacdo de
receptores de andrégenos pode resultar em um efeito pré6 ou anti-apoptotico,
dependendo do contexto celular, e até mesmo exercer um efeito pro-oxidante em

certas condicdes (Pierdominici et al., 2011; Pronsato et al., 2017; Tenkorang et al.,

2018).
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6 CONCLUSAO

O presente estudo avaliou a diferenca do sexo sobre a sepse apés o AVCi em
ratos Wistar machos e fémeas na avaliacdo do edema cerebral e estresse oxidativo
em orgaos periféricos e soro. Os dados encontrados indicam uma potencializacéo
do aumento de edema cerebral em ratos machos induzidos a sepse p6s-AVCi sobre
animais submetidos somente ao AVCi. No efeito da sepse p6s-AVCi em 6rgaos
periféricos e soro, foi encontrado somente em ratos machos um aumento da
atividade da MPO indicando infiltrado de neutrofilos em diferentes érgéos e no soro
em animais submetidos a sepse pos-AVCi. Em relacdo ao estresse oxidativo houve
uma variabilidade no que se refere ao sexo, onde percebeu-se um aumento de
parametros de estresse oxidativo somente em animais submetidos a sepse poés-
AVCi ou com aumento potencializado nesse grupo em relagdo aos demais.

Por fim, os animais submetidos ao modelo de AVCi tornam-se mais
vulneraveis aos efeitos deletérios da sepse no que refere-se ao edema cerebral e ao
estresse oxidativo sistémico e em oOrgaos periféricos. Além disso, ocorre uma
variabilidade de acordo com o parametro avaliado em relagéo a diferenca de sexo.
Tal resultado remete a possibilidade de futuras investigacdes mais direcionadas para

0 envolvimento das diferencas de género aplicadas aos parametros aqui avaliados.
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