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RESUMO

Introdugao: O acidente vascular cerebral (AVC) é a principal causa de incapacidade
e morte no mundo. A complexidade do restabelecimento do fluxo sanguineo no AVC
isquémico (AVCi), caracterizado pela obstrugdo da artéria cerebral média, envolvem
fatores como a neuroinflamacdo e estresse oxidativo, sendo essas respostas
modificaveis por fatores como o sexo biolégico. Além disso, os individuos acometidos
pelo AVCi podem desenvolver maior susceptibilidade a desenvolver infec¢des
secundarias, podendo culminar em sepse e potencializar os danos neuroldgicos ja
estabelecidos pelo AVCi. Objetivo: Avaliar o efeito da sepse pos-AVCi em ratos
machos e fémeas sobre as alteragdes oxidativas cerebrais a longo prazo. Métodos:
Ratos Wistar machos e fémeas com dois meses de idade foram submetidos ao
modelo de AVCi por 60 minutos de oclusao da artéria cerebral média (MCAOQO) ou
cirurgia simulada (sham). Sete dias pos-AVCi, ratos foram submetidos ao modelo de
sepse por ligadura e perfuragdo cecal (CLP). Aleatoriamente, foram divididos em
grupos SHAM+SHAM, MCAO+SHAM, SHAM+CLP e MCAO+CLP. Apos 8 dias foram
retiradas estruturas cerebrais de hipocampo, cértex frontal, cértex posterior e estriado
para avaliacdo de mieloperoxidase (MPO), nitrito/nitrato (N/N) e catalase (CAT).
Resultados: Em machos, observou-se aumento da atividade da MPO em todas as
regides cerebrais analisadas no grupo MCAO+CLP, indicando intensificagdo da
resposta inflamatéria. Também foi identificado aumento da concentragdo de N/N e
reducao da atividade da CAT especialmente no cortex frontal e hipocampo, sugerindo
um ambiente cerebral pré-oxidante persistente. Nas fémeas, os efeitos da injuria
combinada foram mais restritos ao hipocampo. A atividade da MPO foi reduzida no
cortex frontal e hipocampo no grupo MCAO+CLP, enquanto a concentragao de N/N
teve aumento no cértex frontal, estriado e hipocampo no grupo (MCAO+CLP) em
comparagao com o grupo (SHAM+ CLP). A atividade da CAT foi reduzida apenas no
hipocampo. Conclusao: Os achados reforcam que o sexo biolégico exerce influéncia
sobre a vulnerabilidade cerebral em resposta a sepse instaurada apds o AVCi, sendo
0s machos mais susceptiveis ao agravamento das alteragdes oxidativas em longo
prazo. Esses dados destacam a importancia de considerar o dimorfismo sexual na
compreensao da fisiopatologia de lesbes neurolégicas complexas e na proposigao de
abordagens terapéuticas personalizadas.

Palavras-chave: Acidente Vascular Cerebral isquémico, Neuroinflamacio, Sepse,
Estresse Oxidativo, Dimorfismo Sexual.



ABSTRACT

Introduction: Stroke is the leading cause of disability and death worldwide. The
complexity of restoring blood flow in ischemic stroke (IS), characterized by the
occlusion of the middle cerebral artery, involves factors such as neuroinflammation and
oxidative stress, which variables like biological sex can modulate. Moreover,
individuals affected by IS may develop increased susceptibility to secondary infections,
which can lead to sepsis and further exacerbate the neurological damage already
caused by the stroke. Objective: To evaluate the effect of post-stroke sepsis in male
and female rats on long-term oxidative alterations in the brain. Methods: Male and
female Wistar rats, aged two months, were subjected to the IS model via 60-minute
middle cerebral artery occlusion (MCAQ) or sham surgery. Seven days after MCAO,
rats underwent sepsis induction via cecal ligation and puncture (CLP). Animals were
randomly assigned to the groups: SHAM+SHAM, MCAO+SHAM, SHAM+CLP, and
MCAO+CLP. Eight days later, brain structures (hippocampus, frontal cortex, posterior
cortex, and striatum) were collected for evaluation of myeloperoxidase (MPO),
nitrite/nitrate (N/N), and catalase (CAT) levels. Results: In males, increased MPO
activity was observed in all brain regions in the MCAO+CLP group, indicating an
intensified inflammatory response. An increase in N/N concentration and a decrease
in CAT activity, particularly in the frontal cortex and hippocampus, were also identified,
suggesting a persistent pro-oxidant brain environment. In females, the effects of the
combined injury were more restricted to the hippocampus. MPO activity was reduced
in the frontal cortex and hippocampus in the MCAO+CLP group, while the
concentration of N/N was increased in the frontal cortex, striatum, and hippocampus
in the MCAO+CLP group compared to the SHAM+CLP group. CAT activity was
decreased only in the hippocampus. Conclusion: These findings reinforce that
biological sex influences cerebral vulnerability in response to sepsis following ischemic
stroke, with males being more susceptible to long-term exacerbation of oxidative
alterations. These results highlight the importance of considering sexual dimorphism
in understanding the pathophysiology of complex neurological injuries and in designing
personalized therapeutic approaches.

Keywords: Ischemic Stroke, Neuroinflammation, Sepsis, Oxidative Stress, Sexual
Dimorphism.
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1 INTRODUGAO
1.1 ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL — DEFINICAO E EPIDEMIOLOGIA

O acidente vascular cerebral (AVC) é uma das principais causas de morte e
incapacidade em todo o mundo (MOSKOWITZ; LO; IADECOLA, 2010), com impacto
significativo na saude publica e na qualidade de vida dos individuos afetados. Existem
dois subtipos principais de AVC: sendo o isquémico (AVCi), caracterizado pela
interrupcao do fluxo sanguineo cerebral devido a obstrugdo de um vaso sanguineo,
destaca-se como o mais prevalente, representando cerca de 75% de todos os casos,
e o0 hemorragico, causado pelo rompimento de uma artéria e o consequente
extravasamento de sangue (GUZIK; BUSHNELL, 2017).

As manifestacdes clinicas classicas do AVCi se baseiam em sintomas
neuroldgicos subitos, como fraqueza muscular, alteragdes da fala e disturbios visuais,
persistentes por mais de 24 horas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2019). No
entanto, a American Heart Association e a American Stroke Association propuseram
a inclusdo do conceito de "patologia silenciosa", englobando lesbes isquémicas
cerebrais assintomaticas detectadas por neuroimagem (HANKEY, 2017). E
fundamental diferenciar o AVCi do ataque isquémico transitério (AIT), que se
caracteriza por sintomas neurolégicos transitérios, geralmente com duracgao inferior a
uma hora, sem evidéncia de infarto cerebral na neuroimagem (EASTON et al., 2009).
Essa distincao € crucial, pois o AIT representa um importante fator de risco para AVCi,
demandando atencédo e intervengcdo médica imediata.

A gravidade do AVCi e as chances de recuperagao variam consideravelmente,
sendo influenciadas por fatores como localizacdo e extensao da lesado, tempo de
isquemia, idade, sexo e comorbidades (ROY-O’'REILLY; MCCULLOUGH, 2018; GALL
et al., 2010). No caso do sexo, ha diferengas significativas na incidéncia e na
mortalidade entre homens e mulheres. Embora o AVCi seja mais prevalente entre os
homens, as mulheres apresentam taxas de mortalidade mais altas, refletindo a
interacdo complexa entre fatores bioldgicos, hormonais e socioculturais (FEIGIN et al.,
2016). Essas diferencas de sexo, atribuidas ao dimorfismo sexual, fazem com que
mulheres tendam a sofrer episédios mais graves de AVCi, resultando em maior
impacto na qualidade de vida (GALL et al., 2010; ROY-O’'REILLY; MCCULLOUGH,
2018).
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Apesar dos avancgos na prevencgao e tratamento do AVCi, como a trombdlise
intravenosa com rtPA e a trombectomia mecanica, a doenga continua sendo um
desafio para a saude publica (XU et al., 2012; ACOSTA et al., 2019).

Na ultima década, o AVCi consolidou-se como uma das principais causas de
incapacidade e a segunda maior causa de morte global, com 12 milhées de novos
casos somente no ano de 2019 e 6 milhdes de mortes no mesmo ano (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE AVC, 2024). De acordo com o estudo Global Burden of Diseases,
Injuries and Risk Factors (GBD), a incidéncia de AVCi aumentou cerca de 70% nas
ultimas décadas, sendo mais concentrada em paises de renda média, que
representam mais de 65% das nagdes da América Latina (CORRELL et al., 2017).

No Brasil, o AVCi também representa um grave problema de saude publica,
com alta incidéncia e letalidade (TSAO et al., 2023). De acordo com dados do
Ministério da Saude (DATASUS), foram registradas 222.773 mil internagdes por AVCi
entre 2008 e 2010, sendo 65.990 na regido Sul (WANG et al., 2016).

Os desfechos associados ao AVCi sdo complexos e heterogéneos, estando de
acordo com o tamanho da lesdo e a area cerebral afetada. Esses fatores resultam em
prejuizos funcionais, incluindo a dificuldade na realizagdo de atividades diarias,
problemas no aprendizado, comunicacdo, mobilidade, autocuidado e interacdes
sociais. Além disso, sequelas neurolégicas em longo prazo como comprometimento
cognitivo, ansiedade, depressdo sao observadas (FANN; KATON, 1995; VILLA;
FERRARI; MORETTI, 2018).

Além de sequelas neuroldgicas, a imunossupressao periférica acompanha os
pacientes sobreviventes de AVCi. Nesse sentido, as infecgoes pds-AVCi, como
pneumonia e infecgdo urinaria, e em maior escala de infecgdo a sepse, sao

complicagdes frequentes e graves como consequéncia do AVCi (SHI et al., 2018).

1.2 FISIOPATOLOGIA DO AVCi

Para melhor compreensao da fisiopatologia do AVCi, é importante destacar
seus subtipos (GORELICK, 2020):
« AVCi aterotrombético: ocorre devido a formagao de um trombo em uma artéria

cerebral previamente lesada por aterosclerose;
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« AVCi cardioembolico: originado de um émbolo proveniente do coracgao,
frequentemente associado a arritmias cardiacas como a fibrilag&o atrial,
« AVCi lacunar: caracterizado por pequenos infartos em regides profundas do

cérebro, geralmente causados por oclusdo de pequenas artérias perfurantes.

A isquemia causada pela oclusdo independentemente do subtipo de AVCi,
resulta em déficits neurolégicos e metabdlicos severos, devido a redugdao no
suprimento de oxigénio e nutrientes para areas especificas do cérebro. Isso provoca
hipdxia tecidual profunda, tendo por consequéncia, dano e morte celular associado a
piora do prognostico (TASOULIS; DOUZINAS, 2016). A resposta imunologica apds o
AVCi, denominada cascata isquémica, envolve uma série de eventos, como
inflamacao, excitotoxicidade, desequilibrio idnico, disfungcdo mitocondrial, estresse
oxidativo, aumento da permeabilidade da barreira hematoencefalica (BHE),

neuroinflamacao e dano neuronal (Figura 1) (FAROOQ et al., 2020).
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Figura 1 - Cascata isquémica pds-AVCi.
Apés o dano causado pelo AVCi a reperfusao precipita desequilibrios ibnicos, propagam a disfungao
mitocondrial, estresse oxidativo e inflamagdo com progressao para dano celular com invasao de
leucdcitos e neuroinflamacao. A inflamacao se dissipa, podendo culminar na reparagao do tecido.
Fonte: adaptado de Farroq et al., 2020)

Nos primeiros segundos apos a interrupcdo do fluxo sanguineo, ocorre
deplecéo de oxigénio e glicose, comprometendo a produgao de energia (ATP) pelas
mitocdndrias e levando a faléncia dos mecanismos de homeostase idnica (TASOULIS;

DOUZINAS, 2016). A falha na bomba de sddio e potassio (Na+/K+-ATPase) causa
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influxo de sbédio e agua para o interior das células, levando ao edema celular e
citotoxico. O acumulo de ions calcio (Ca?*) no citoplasma ativa enzimas como
proteases, fosfolipases e endonucleases, que danificam componentes celulares e
aumentam a produgao de radicais livre (DIRNAGL; IADECOLA; MOSKOWITZ, 1999).
Aliberagao excessiva de neurotransmissores excitatérios, como o glutamato, contribui
para a excitotoxicidade. O glutamato ativa os receptores NMDA (N-metil-D-aspartato),
promovendo maior influxo de Ca?* e desencadeando uma série de eventos que levam
a disfungédo mitocondrial, estresse oxidativo e morte celular (LI et al., 2019; CHEON et
al., 2018).

Apos o dano celular causado por tais eventos, o sistema imunoldgico € ativado
pela estimulacdo das células gliais, o que resulta no recrutamento de células
residentes do sistema nervoso central (SNC) e liberacdo de diversos marcadores
préinflamatdrios. Nas primeiras horas apds a lesdo cerebral, padrées moleculares
associados ao dano (Damage-Associated Molecular Patterns — DAMPs), originados
de células mortas ou estressadas, desencadeiam uma resposta inflamatéria robusta.
Essa resposta envolve a ativagdo de microglia e astrécito, além do recrutamento de
citocinas como o fator de necrose tumoral (TNF), interleucina 1-beta (IL-1B) e
interleucina 6 (IL-6), moléculas de adesao e quimiocinas através da parede dos vasos
ativados (ZHAO et al., 2021). Estudos sugerem que a polarizagcao dos fendtipos da
microglia pode ser influenciada pelo sexo biolégico, o que pode impactar a fungao do
sistema imune inato e a resposta a lesbes (KERR et al., 2019; MIRZA et al., 2015).
Além disso, a lesdo de isquemia € precedida pela morte celular e resulta em prejuizos
significativos na unidade neurovascular, que inclui neurénios, células gliais (como
oligodendrdcitos, microglias e astrocitos) e células vasculares (células endoteliais,
pericitos e células musculares lisas). Esses danos também afetam enzimas, como as
metaloproteinases de matriz (MMP), e componentes estruturais, como a lamina basal
da vasculatura cerebral (IADECOLA; BUCKWALTER; ANRATHER, 2020).

A reducéao da oxigenacao tecidual resulta na formacéao de radicais livres, como
0 superdxido, peroxido de hidrogénio, hidroxila e peroxinitrito, que tém como alvo os
lipideos, proteinas e acidos nucléicos das células, promovendo danos moleculares
significativos (MENON; RAMALINGAM; KUMAR, 2020). A ativagcdo das MMP,
associada ao estresse oxidativo, intensifica a degradacado das proteinas de matriz
extracelulares, aumentando a permeabilidade da BHE, agravando a lesao,
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intensificando o edema cerebral e exacerbando a resposta inflamatoria na fase aguda
do AVCi (MO; SUN; LIU, 2020; NIATSETSKAYA et al., 2012).

A restauragdo do fluxo sanguineo, conhecida como reperfusdo, € o unico
tratamento atualmente disponivel para estabilizar o AVCi. Essa intervencao pode ser
realizada por meio da administragdo de ativador de plasminogénio tecidual (tissue
Plasminogen Activator - tPA) ou pela trombectomia endovascular (EVT). Contudo, a
reperfusdo pode agravar a lesédo tecidual no local da isquemia, caracterizando a
chamada lesdo de isquemia e reperfusdo (I/R), uma condicdo mais grave e
comumente observada apos a realizagéo da terapia de revascularizagdo (GORTLER;
OLDAG; BREJOVA, 2014). Para minimizar os riscos, essa técnica deve ser aplicada
em um intervalo curto apds a ocorréncia da isquemia e deve obedecer a alguns
critérios clinicos rigorosos para evitar complicagbes, como a transformacao
hemorragica, que pode potencializar os danos neuroldgicos. Apesar desses riscos, a
reperfusdo desempenha um papel importante na redu¢do do volume do infarto,
resgatando o tecido cerebral em risco (DURUKAN; TATLISUMAK, 2007; KHOSHNAM
etal., 2017).

A disfungdo e os danos mitocondriais também intensificam a liberacédo de
citocromo C e a geragéo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (EROs/ERNSs),
potencializando as vias de morte celular (LAlI; ZHANG; WANG, 2014). Entre essas
vias, destaca-se principalmente a apoptose, que € ativada pela liberacdo de DAMPs
e estimulada por receptores de reconhecimento de padrédo de patdégenos (Pattern
Recognition Receptors — PRRs). Esses receptores ativam vias de sinalizagdes, como
o fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB) e a proteina quinase ativada por
mitégeno (MAPK), aumentando a produgcdo de citocinas pro-inflamatorias. Esse
processo estimula o recrutamento de células imunolégicas da periferia para a remogéao
de residuos e reparagao do tecido danificado, embora também contribua para a
neuroinflamagao (SANTOS SAMARY et al., 2016; YILMAZ; GRANGER, 2010).

Os niveis reduzidos de oxigénio no ambiente cerebral durante a isquemia,
seguidos pelo seu retorno durante a reperfusdo, sao fatores determinantes para a
lesdo tecidual devido a elevada producdo de EROs e ERNs, além de alteragdes na
diferenciagao e proliferacéo celular, culminando em estresse oxidativo (LIU et al.,

2020). Esse quadro ocorre, sobretudo, quando ha um desequilibrio significativo entre
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a homeostase das EROs/ERNs e os antioxidantes endogenos (HU et al., 2019;
VESKOUKIS; TSATSAKIS; KOURETAS, 2012).

A inflamacgéo, considerada um dos principais mecanismos na progressao do
AVCi, desempenha um papel fundamental na piora do quadro clinico, especialmente
devido ao desequilibrio entre as respostas pro- e anti-inflamatérias. Embora a
supressao da resposta inflamatéria possa reduzir a extensédo da isquemia cerebral,
sua inibicdo completa esta associada a um pior reparo tecidual e comprometimento
da recuperacgao funcional a longo prazo nos individuos acometidos (JIN et al., 2013).

O processo inflamatério desencadeado pela isquemia € mediado por células
imunoldgicas ativadas na regido cerebral. Estudos recentes tém explorado o uso de
terapias com propriedades anti-inflamatérias, considerando que fatores como a
abertura da BHE, a migracao de células imunolégicas periféricas, a neuroinflamacao
e o declinio cognitivo sdo elementos sequenciais associados a um progndstico
desfavoravel no AVCi (ROY-O’'REILLY; MCCULLOUGH, 2017).

Nesse contexto, o sistema imunoldgico desempenha um papel central tanto na
piora do quadro clinico quanto na sobrevida dos individuos apés o AVCi. Citocinas pro-
inflamatdrias ativam a microglia, induzindo a migracao de células imunoldgicas
periféricas para a area lesionada. Esse processo é facilitado pela ruptura da BHE,
promovendo a interagao do sistema imune periférico com o tecido cerebral. Amicréglia
ativada esta diretamente envolvida nos mecanismos fisiopatoldgicos da lesao por I/R,
no entanto, estudos indicam que os mecanismos celulares e a polarizagdo dos
fendtipos da microglia podem ser influenciados pelo sexo bioldgico, o que resulta em
diferengas nas respostas proé- e anti-inflamatdrias (KERR et al., 2019; SALMERON et
al., 2019).

Embora as células do sistema imune inato possam contribuir para o reparo do
tecido lesionado na area do infarto, sua ativacdo exacerbada pode agravar o dano
tecidual, aumentando a producéao de citocinas, EROs e ERNs. Além disso, a atuacao
excessiva das células imunolégicas da periferia no cérebro, pode induzir um estado
de imunossupressao, caracterizado por linfopenia e comprometimento da funcao de
mondcitos, 0 que eleva o risco de infecgdes secundarias nos individuos afetados
(CHAMORRO; URRA; PLANAS, 2007; LIESZ et al., 2015).
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1.3 INFECCOES SECUNDARIAS POS-AVCI

Evidéncias crescentes demonstram uma complexa interagéo bidirecional entre o
SNC e o Sistema Imunolégico (Sl) (BOSCO; TIAN; WU, 2020; SCHEIBLICH et al.,
2020; TANAKA et al., 2019). Lesdes no SNC, como o AVCi, podem modular a resposta
imune, levando a um estado de imunossupressao, que aumenta a suscetibilidade a
infeccbes (COLLINS; SURETTE; BERCIK, 2012). A imunossupressao pés-AVCi é

caracterizada por:

Linfopenia: reducdo do numero de linfécitos circulantes, especialmente
linfocitos T CD4+ e CD8+, comprometendo a resposta imune celular
(GIEDEJEPPE et al., 2016; SHI et al., 2018; PRASS et al.,, 2003). Essa
linfopenia pode ser causada por mecanismos como apoptose induzida por
glicocorticoides, migracdo de linfécitos para o tecido cerebral lesionado e
disfungao do timo (OFFNER et al., 2006).

Disfuncdo de mondcitos: os mondcitos, células do sistema imune inato,
apresentam fungao fagocitica e capacidade de producgao de citocinas reduzidas
apo6s o AVCi (GIEDE-JEPPE et al., 2016; SHI et al., 2018). Essa disfungao
contribui para a diminuicdo da capacidade de eliminar patdgenos.

Alteragbes na funcdo de neutrdfilos: os neutrdfilos, primeiras células a
responder a uma infec¢ao, também apresentam funcao alterada apés o AVCi,
com reducao da capacidade de quimiotaxia e fagocitose (CUARTERO et al.,
2013).

Diversos mecanismos contribuem para a imunossupressao pos-AVCi, incluindo:

Liberacao de glicocorticoides: o estresse causado pelo AVCi leva a liberagao
de glicocorticoides, como o cortisol, que possuem efeitos imunossupressores.
Ativagcao do sistema nervoso simpatico: a ativagdo do sistema nervoso
simpatico leva a liberagao de catecolaminas, que inibem a fungao de linfocitos
e macréfagos.

Disbiose intestinal: o AVCi pode causar disbiose intestinal, ou seja, alteragéo
na composi¢cao da microbiota intestinal. A disbiose pode levar a translocagao
bacteriana e ativacao da resposta inflamatoria sistémica, contribuindo para a

imunossupressao (SINGH et al., 2016).

A imunossupressdao decorrente do dano cerebral apés o AVCi contribui

significativamente para o surgimento de infecgdes secundarias, que s&o as principais
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mediadoras de complicagbes clinicas, atingindo uma prevaléncia de até 33% nas
isquemias cerebrais. Essas infecgbes, além de prolongarem o periodo de
hospitalizagdo, sado responsaveis pelo aumento de cerca de 20% das taxas de
morbidade e mortalidade associadas ao AVCi (GIEDE-JEPPE et al., 2016). Existe uma
relagéo estreita entre o funcionamento do SNC e o sistema imunolégico, o que pode
justificar o surgimento de manifestagdes imunologicas em decorréncia da lesao
cerebral e, paralelamente, as infecgdes secundarias apds o dano isquémico podem
ser explicadas pela redu¢cado da competéncia imunolégica mediada pelo SNC (FU et
al., 2015; SUN et al., 2016).

Estudos indicam que o tamanho do volume do infarto pode ser considerado um
fator de risco independente para a imunossupressao e para complicagdes infecciosas
induzidas pelo AVCi. Esse fenbmeno pode ser interpretado como uma resposta
adaptativa do sistema imunoldgico a lesdo cerebral aguda. Por outro lado, a
imunossupressao sistémica também pode limitar a inflamacgao cerebral e reduzir
reagdes autoimunes, como aquelas relacionadas a presenga de neuroantigenos
(SANTOS SAMARY et al., 2016).

Alguns fatores de risco ndo modificaveis, como o sexo, desempenha um papel
na resposta imunoldgica inata e na interagdo do sistema imune periférico frente as
lesdes de ordem cerebrais. Essas variaveis podem explicar, em parte, as altas taxas
de mortalidade, a maior suscetibilidade a infeccbes e a pior recuperagao funcional
observadas em determinados grupos (BENTSEN et al., 2014; CASTELLANO; KIRBY,;
WYSS-CORAY, 2015; CHAN et al., 2018). Assim, as complica¢des pos AVCi variam
ao longo da vida e podem ser influenciadas pelo dimorfismo sexual, trazendo a
hipétese de que a protecdo contra a lesdo cerebral possa estar relacionada a
horménios sexuais. Nas mulheres, por exemplo, observa-se um agravamento da
isquemia em casos de retirada precoce dos ovarios ou em mulheres reprodutivamente
senescentes. Essa evidéncia sugere que mulheres jovens possam ter maior protecao
contra o AVCi, possivelmente mediada pela presenca de estrogénio (MANWANI et al.,
2013).

Em relagéo a infecgdes, estudos clinicos demonstraram que mulheres sdo mais
suscetiveis a infec¢des pos-AVCi do que homens (PHAN et al, 2017; LISABETH et al.,
2015). Essa maior vulnerabilidade pode contribuir para a pior recuperacao funcional
observada nas mulheres ap6s o AVCi (RITZEL et al, 2018; CRAPSER et al, 2016;
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DHUNGANA et al., 2013). Além disso, os horménios sexuais, como o estrogénio e a
progesterona, desempenham um papel importante na modulagéo da resposta imune,
podendo influenciar diretamente a suscetibilidade a infecgcdes (MANWANI et al, 2013;
ALKAYED et al., 2000).

Entre os diferentes tipos de infecgdes pos-AVCi, a pneumonia € a mais
frequente, ocorrendo em 10% a 47% dos casos (JAFARZADEH et al., 2021; ALI;
SIDDIQUI; SURI, 2017). Fatores como disfagia (dificuldade de degluticdo), imobilidade
e imunossupressao sao determinantes para o risco elevado dessa complicagdo. Outra
infeccdo comumente observada é a do trato urinario (ITU), especialmente em
pacientes que necessitam do uso de cateter vesical. Além disso, infeccbes de pele,
como Ulcera de pressao, sao frequentes em pacientes que permanecem imobilizados

por periodos prolongados (Chung et al., 2022).
1.4 RELACAO ENTRE A SEPSE E O AVCi

Em um organismo imunossuprimido, a presenga de pneumonia ou ITU pode
resultar em uma resposta inflamatéria sistémica intensa e desordenada,
caracterizando a sepse. Essa condigdo apresenta alta taxa de mortalidade em
unidades de terapia intensiva (UTI). Segundo o relatério nacional elaborado pelo
Instituto Latino-Americano de Sepse em 2017, cerca de 400 mil casos de sepse foram
registrados, dos quais 240 mil evoluiram para O6bito, resultando em uma taxa de
mortalidade de 55% (MACHADO et al., 2023).

Dentre os o6rgaos mais afetados pela sepse, destaca-se o SNC, com
manifestacdes neuroldgicas que incluem a Encefalopatia Associada a Sepse (EAS).
Essa condigdo caracteriza-se por um disturbio neurolégico agudo, reversivel na
auséncia de faléncia de o6rgdos e hipoxia, que pode levar ao comprometimento
cognitivo, delirium ou coma (DAL-PI1ZZOL; TOMASI; RITTER, 2014).

Embora os mecanismos subjacentes a interagcao entre AVCi e sepse ainda néo
estejam completamente elucidados, ha evidéncias que indicam o papel central da
inflamacéao e do estresse oxidativo nesse processo (IADECOLA; ANRATHER, 2011).
O AVCi desencadeia uma cascata de eventos inflamatérios no cérebro, incluindo a
liberagcdo de citocinas, quimiocinas, EROs e ERNs. Esses mediadores promovem
alteragdes na permeabilidade da BHE, favorecendo a infiltragédo celular, passagem de
compostos toxicos e ativagao microglial, o que amplifica a resposta neuroimunoldgica
(CHAMORRO et al., 2016).
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As moléculas inflamatdrias geradas podem causar danos as células cerebrais,
comprometer a fungcdo neuronal e contribuir para imunodepressiao periférica e a
disfungdo multiorganica (DIRNAGL; IADECOLA; MOSKOWITZ, 1999), criando um
ambiente propicio para o desenvolvimento de sepse. Além disso, a sepse pode
agravar os danos cerebrais induzidos pelo AVCi, intensificando a resposta inflamataéria
e o estresse oxidativo. A falta de controle adequado desse ciclo inflamatério a longo
prazo, resulta em uma sindrome patolégica complexa e de dificii manejo
(HOTCHKISS; KARL, 2003).

Sabe-se que o sexo bioldgico é um fator determinante tanto para a incidéncia
quanto para as complicagdes associadas a sepse e ao AVCi. Assim, torna-se essencial
desenvolver estudos que aprofundem o entendimento sobre o papel bifasico do
sistema imunolégico apés o AVCi. E importante considerar, também, os efeitos do sexo
biolégico e da infeccdo pds-sepse na potencializagcdo do dano neurolégico —
especialmente em longo prazo —, que caracteriza a incapacidade nos sobreviventes.
Essa compreensao € fundamental para o aprimoramento do diagndstico, prognostico
e das estratégias terapéuticas, com vistas a redugdo da mortalidade associada a

sepse em pacientes com isquemia cerebral.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da sepse pds-AVCi em ratos machos e fémeas sobre o estresse

oxidativo cerebral a longo prazo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Mensurar os niveis da mieloperoxidase (MPO) do cortex frontal, coértex
posterior, estriado e hipocampo de ratos Wistar machos e fémeas induzidos a
sepse pos-AVCi;

* Quantificar os niveis de nitrito/nitrato (N/N) do cortex frontal, cértex posterior,
estriado e hipocampo de ratos Wistar machos e fémeas induzidos a sepse
posAVCi.

« Analisar a defesa antioxidante enzimatica catalase no coértex frontal, cortex
posterior, estriado e hipocampo de ratos Wistar machos e fémeas induzidos a

sepse p6sAVCi.
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3 METODOS
3.1 TIPO DE ESTUDO

Estudo experimental pré-clinico, utilizando modelo animal de I/R e modelo

animal de sepse.

3.2 ANIMAIS

Foram inclusos no estudo ratos Wistar, machos e fémeas jovens, com dois
meses de idade, provenientes do biotério da Universidade Federal de Santa Catarina
(UFSC). Os animais, que nao haviam sido previamente utilizados em estudos, foram
mantidos no biotério da UNISUL em condi¢des controladas. Os animais ficaram
alojados em ambiente fresco e ventilado, com ciclo de luz de 12 horas claro/escuro,
temperatura constante de 23 °C + 1 °C, e acesso livre a alimento e agua.

Apods inducdo do processo da lesédo de I/R, todos animais receberam dieta
umida por um periodo de quatorze dias (CRAPSER et al., 2016). Para coleta de
amostras bioldgicas, os animais foram submetidos ao final do experimento, a um
procedimento de morte indolor e assistida (MIA). Este processo inclui anestesia com
xilazina e cetamina (1,5 mg/kg), seguida de decapitagédo, obedecendo as disposi¢des
estabelecidas pela Resolucédo n° 1000 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria
(CFMV), datada de 20 de junho de 2002.

3.3 DELINEAMENTO DO ESTUDO
3.3.1 Desenho experimental

O desenho experimental remete as avaliagbes in vivo utilizando o modelo de
oclusao da artéria cerebral média (middle cerebral artery occlusion - MCAO) para a
indugao da isquemia cerebral, e 0 modelo de ligadura e perfuragao cecal (cecal ligation
and puncture - CLP) para a indugéo da sepse, conforme descrito posteriormente.

Os animais foram submetidos ao modelo experimental de sepse pelo método
de CLP sete dias apos indugao AVCi por meio do MCAO. No décimo quinto dia
(KUNZE et al., 2014) os animais foram submetidos a morte indolor assistida para a

analise do estresse oxidativo.
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Figura 2 — Desenho do estudo.

Camundongos machos e fémeas foram inicialmente submetidos ao modelo de oclusdo da artéria
cerebral média (MCAOQ) ou alocados no grupo sham (controle negativo) para indugédo de AVCi (dia 0).
Apbs sete dias, foram alocados em grupos com ou sem sepse induzida por ligadura e perfuragao cecal
(CLP). No 15° dia, os animais foram eutanasiados (MIA) para analise do estresse oxidativo cerebral.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2025.

3.4 ENSAIOS, TESTES E TECNICAS
3.4.1 Modelo experimental de isquemia e reperfusao

A isquemia e reperfusdo do AVCi foram induzidas por meio do modelo
experimental de MCAO (LI et al., 2013). Os animais foram anestesiados com
isoflurano, administrado em um fluxo de 1L/min de oxigénio puro e 1L/min de ar
ambiente, e mantidos sob anestesia com uma concentracédo de 1 — 2% de isoflurano.

Inicialmente, foi realizada a tricotomia na regido cervical ventral, seguida de
assepsia com clorexidina 4%. Em condicbes assépticas, foi feita uma incisdo na linha
média ventral do pescogo. A oclusao unilateral da artéria cerebral média foi conduzida
inserindo um monofilamento revestido com silicone na artéria carétida interna direita,
a 6 mm da bifurcagcdo com a artéria carétida externa, utilizando um coto desta ultima

como ponto de acesso. Apds o procedimento, a incisao foi suturada com fio de sutura
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de nylon 3-0, e a isquemia cerebral foi mantida por 60 minutos. Apos o periodo de
isquemia de 60 minutos, o monofilamento foi removido sob anestesia para permitir a
reperfusao cerebral.

Os animais do grupo SHAM foram submetidos aos mesmos procedimentos
cirurgicos, exceto a oclusédo da artéria carotida interna. Durante todo o procedimento,
incluindo cirurgia e a isquemia, a temperatura corporal dos animais foi monitorada
continuamente e mantida a aproximadamente 37 °C (MCCULLOUGH et al., 2003).

3.4.2 Modelo experimental de sepse

A sepse foi induzida utilizando o modelo experimental de CLP (FINK; HEARD,
1990). Os animais foram anestesiados com uma combinac¢ao de cetamina (80 mg/kg)
e xilazina (10 mg/kg), administradas por via intraperitoneal (ip.). Apds a cirurgia, foi
realizada uma laparotomia com incisdo mediana abdominal.

Durante o procedimento, o ceco foi ligado logo abaixo da juncgéo ileocecal
utilizando fio seda 3-0, garantindo a continuidade intestinal. Em seguida, o ceco foi
perfurado na face antimesentérica com uma agulha n® 14 e levemente comprimido
para permitir a extrusdo de uma pequena quantidade de conteudo fecal. Apds esse
processo, os planos cirurgicos foram fechados com fio de sutura de nylon 3-0 e os
animais foram transferidos para uma caixa de recuperacao, onde permaneceram sob
observagéao por 2 horas.

Os animais do grupo sepse receberam suporte basico com administracéo de
solugdo salina (50 mL/kg) imediatamente apds o procedimento e novamente 12 horas
depois. Além disso, foi administrada ceftriaxona a cada 12 horas por trés dias. Ja os
animais do grupo controle (SHAM) foram submetidos a laparotomia e manipulagao do
ceco pelo mesmo periodo, porém sem a realizacao da ligadura ou perfuracédo. Esses
animais também receberam solugdo salina (50 mL/kg) nos mesmos intervalos,
simulando o volume correspondente ao antibiético administrado no grupo CLP. Para
analgesia, todos os animais receberam uma inje¢do subcutanea de 80 mg/kg de

dipirona sédica.

3.4.3 Testes bioquimicos
As amostras de cértex frontal, cortex posterior, estriado e hipocampo foram

removidas, isoladas em gelo seco e armazenadas a -80 °C para as analises
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bioquimicas. Todas as mensuracdes foram normalizadas pelo conteudo de proteinas,
utilizando o método descrito por Lowry et al., baseado na reacdo de Folin-Ciocalteu
(LOWRY; ROSEBROUGH; FARR; RANDALL, 1951). A leitura das mensuragdes de
proteinas foi feita em um leitor de microplacas por absorbancia e expressas como
nmol/min/mg de proteina.

3.4.3.1  Avaliacdo dos parametros de estresse oxidativo

3.4.3.1.1. Atividade de Mieloperoxidase (MPO)

O indicativo de infiltrado de neutrdéfilo no cérebro foi avaliado por meio da
atividade da MPO (AMANZADA et al, 2011). Os tecidos obtidos foram
homogeneizados (50 mg/mL) em uma solugdo contendo 0,5% de brometo de
hexadeciltrimetilamaonio e centrifugados a 15.000 g durante 40 minutos. A suspenséao
foi sonicada trés vezes durante 30 segundos. Uma parte do sobrenadante foi
misturado com solugdo de tetrametilbenzidina (1,6 mM) e 1 mM de perdxido de
hidrogénio (H202). A atividade da MPO foi medida pela variagdo de absorbancia a 650
nm a 37 °C (YOUNG et al., 1989). Os resultados foram expressos em mU/mg de

proteina.

3.4.3.1.2. Determinagéo da concentragéo de Nitrito/Nitrato (N/N)

A concentracdo de N/N foi medida em aliquotas de tecido obtidos e
homogeneizados, utilizando a reagdo de Griess. Para isso, foram adicionados 100 pl
de reagente, composto por 0,1% [w/v] em H20 e 1% [w/v] de sulfanilamida em 5% [v/v]
de Acido Fosférico (H3PO4) e concentrar o volume [1:01] para a amostra de 100 pl. A
densidade o6ptica foi mensurada a 550 nm utilizando um leitor de ensaio enzimatico

(GREEN et al., 1982). Os resultados foram expressos em nmol/mg de proteina.

3.4.3.1.3. Atividade da Catalase (CAT)

A atividade da enzima antioxidante CAT foi avaliada apés as amostras
armazenadas serem homogeneizadas. A atividade da CAT foi determinada através da
medicdo da taxa de decaimento da absorbancia do perdxido de hidrogénio a 240 nm,
conforme previamente descrito. A atividade da CAT foi expressa em U de CAT por mg
de proteina (AEBI, 1984).
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3.5. PROCESSAMENTO E ANALISE DE DADOS

Os dados foram analisados quanto a normalidade utilizando o teste de
ShapiroWilk e para homogeneidade usando o teste de Levene. Dados normais com
homogeneidade de variancia confirmada, foi utilizado testes paramétricos; e os dados
que nao cumpriram estas condigdes, os testes ndo paramétricos.

O numero de animais utilizados foi de n = 6 por grupo experimental.

A avaliagdo da analise estatistica dos dados foi realizada para como média +
DP, analisados por ANOVA de 2 vias com a comparacgao entre os grupos pelo teste
post hoc Tukey.

Os valores foram considerados significativos quando o valor de p<0,05. Todas

as analises foram executadas utilizando o programa GraphPad Prism versao 10.0.

3.6 ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

O projeto de pesquisa foi aprovado pela Comiss&o de Etica em Uso de Animais
(CEUA) da UNISUL, com parecer de aprovacgao n°. 20.022.4.01.1V. Os experimentos
foram realizados de acordo com as diretrizes atuais para os cuidados de animais de
laboratério e as diretrizes éticas para investigagdes de dor experimental em animais
conscientes no Brasil: Conselho Nacional de Controle e Experimentacdo Animal
(CONCEA); Resolugao 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).



28

4 RESULTADOS

Para a avaliacdo da atividade da MPO, nos machos, observou-se aumento
significativo no cortex posterior no grupo MCAO+SHAM em comparagdo aos grupos
SHAM+SHAM e SHAM+CLP. Além disso, o grupo MCAO+CLP apresentou niveis
ainda mais elevados de MPO em relagdo a todos os demais grupos, indicando uma
potencializagao da resposta inflamatéria frente a combinagao entre isquemia e sepse
(Figura 3A). No cortex frontal, foi identificado aumento da atividade da MPO nos
grupos MCAO+SHAM e MCAO+CLP em comparagao aos grupos SHAM+SHAM e
SHAM+CLP (Figura 3B). No estriado, a atividade da MPO esteve aumentada no grupo
MCAO+SHAM em relagdo aos grupos SHAM+SHAM e SHAM+CLP. O grupo
MCAO+CLP também apresentou maior atividade que o grupo SHAM+ SHAM (Figura
3C). No hipocampo, os grupos MCAO+SHAM e MCAO+CLP apresentaram aumento
significativo da atividade da MPO em comparagdo aos grupos SHAM+SHAM e
SHAM+CLP (Figura 3D).
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Figura 3: Atividade da mieloperoxidase no cortex posterior (A), cortex frontal (B), estriado (C) e
hipocampo (D) de ratos machos (n = 6 por grupo). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001.
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Nas fémeas, ndao foram observadas diferengas significativas na atividade da
MPO no cortex posterior (Figura 4A). No cortex frontal, identificou-se uma redugao da
atividade da MPO no grupo MCAO+CLP em comparagdo ao grupo SHAM+CLP
(Figura 4B). No estriado, ndo houve diferenga significativa entre os grupos (Figura 4C).
Ja no hipocampo, o grupo MCAO+CLP apresentou diminuigdo da atividade da MPO
em relagao ao grupo MCAO+SHAM (Figura 4D).
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Figura 4: Atividade da mieloperoxidase no cortex posterior (A), cortex frontal (B),
estriado (C) e hipocampo (D) de ratos fémeas. (n = 6 por grupo). *p<0.05, ***p<0.001.

Com relagcao a concentracao de N/N nos machos, no coértex posterior houve

aumento significativo no grupo SHAM+CLP comparado ao SHAM+SHAM. O grupo
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MCAO+SHAM apresentou reducéo dos niveis em relagdo ao SHAM+CLP, enquanto
o grupo MCAO+CLP apresentou aumento em relagdo ao SHAM+SHAM (Figura 5A).
No cortex frontal, os grupos SHAM+CLP e MCAO+CLP apresentaram elevagao dos
niveis de N/N em comparagdo ao SHAM+SHAM (Figura 5B). No estriado, nao foram
observadas diferengas significativas (Figura 5C). No hipocampo, observou-se
aumento da concentragdo de N/N no grupo SHAM+CLP em relagcdo ao grupo
SHAM+SHAM. Por outro lado, o grupo MCAO+CLP apresentou redugao significativa
dos niveis em comparacéao aos grupos MCAO+SHAM e SHAM+CLP (Figura 5D).
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Figura 5: Concentragéo de nitrito/nitrato no cértex posterior (A), cortex frontal (B),
estriado (C) e hipocampo (D) de ratos machos. (n = 6 por grupo) *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001, ****p<0.0001.

Nas fémeas, a concentracdo de N/N no coértex posterior ndo apresentou
diferenca significativa entre os grupos (Figura 6A). No cortex frontal, o grupo

SHAM+CLP apresentou diminuicao em relagdo ao grupo SHAM+SHAM, e os grupos
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MCAO+SHAM e MCAO+CLP apresentaram niveis mais elevados em comparagao ao
SHAM+CLP (Figura 6B). No estriado, os grupos MCAO+SHAM e MCAO+CLP
apresentaram aumento da concentragdo de N/N em relagdo ao SHAM+CLP (Figura
6C). No hipocampo, foi observada uma redugdo no grupo SHAM+CLP em
comparagao ao SHAM+SHAM, enquanto os grupos MCAO+SHAM e MCAO+CLP

mostraram aumento em relagédo ao SHAM+CLP (Figura 6D).
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Figura 6: Concentracao de nitrito/nitrato no cértex posterior (A), cortex frontal (B), estriado (C)
e hipocampo (D) de ratos fémeas. (n = 6 por grupo). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

A atividade da CAT nos machos nao apresentou diferengas significativas no cortex
posterior (Figura 7A) assim como no estriado (Figura 7B). No cortex frontal, houve
uma reducao da atividade da CAT no grupo MCAO+CLP em comparacgao ao grupo
MCAO+SHAM (Figura 7C). No hipocampo, os grupos SHAM+CLP e MCAO+CLP
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apresentaram diminuicdo da atividade da CAT em relagéo ao grupo SHAM+SHAM
(Figura 7D).
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Figura 7: Atividade da CAT no cértex posterior (A), cértex frontal (B), estriado (C) e hipocampo
(D) de ratos machos. (n = 6 por grupo) *p<0.05.

Nas fémeas, a atividade da CAT apresentou reducédo no cortex posterior no
grupo SHAM+CLP em comparagdo ao SHAM+SHAM (Figura 8A). No cértex frontal
(Figura 8B) e no estriado (Figura 8C), ndo foram observadas diferengas significativas.
No hipocampo, a atividade da CAT esteve reduzida somente no grupo MCAO+CLP
em comparagao ao grupo SHAM+CLP (Figura 8D).
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(D) de ratos fémeas. (n = 6 por grupo) *p<0.05.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo investigou a interferéncia do sexo biolégico nas alteragdes
oxidativas cerebrais tardias decorrentes da sepse instaurada apés um AVCi
experimental. Os dados demonstraram que machos e fémeas apresentaram
respostas diferenciadas nos niveis de estresse oxidativo, corroborando a hipétese de
que o dimorfismo sexual modula a vulnerabilidade cerebral frente a lesdes
secundarias pos-AVCi.

Apods o AVCi, o organismo entra em um estado de imunossupressao sistémica
caracterizado por linfopenia, disfungdo de células imunes e redugao da vigilancia
imunologica, o que aumenta significativamente a wvulnerabilidade a infecgbes
secundarias, como a sepse (FAURA et al., 2021). A sepse, por sua vez, desencadeia
uma resposta inflamatoéria exacerbada com recrutamento intenso de neutréfilos para
multiplos tecidos, inclusive o cérebro previamente lesionado (COMIM et al., 2011). Os
neutréfilos produzem mediadores pré-inflamatérios e enzimas como a MPO, uma
enzima abundante em seus granulos, responsavel pela formagao de espécies reativas
altamente citotdxicas, como o acido hipocloroso (LIU et al., 2025). A atividade elevada
da MPO agrava o estresse oxidativo e a lesao tecidual, contribuindo para a disfuncéo
organica sistémica na sepse e para a amplificagcdo do dano neuroinflamatoério no
contexto do AVC (LIU et al., 2025). Dessa forma, o infiltrado neutrofilico e a ativagcéo
da MPO constituem mecanismos-chave que conectam a imunossupressao pos-AVC
a resposta inflamatéria descontrolada da sepse subsequente, possivelmente
agravando o prognostico clinico e aumentando o risco de complicagdes neuroldgicas
e sistémicas. Segundo a literatura, tais eventos na idade adulta sdo mais pronunciados
em machos (XIE et al., 2023). Em contraste, fémeas tendem a apresentar uma
resposta inflamatéria mais regulada, mediada pelos efeitos imunomoduladores dos
estrogénios, que podem atenuar a ativagdo microglial e a produgdo de citocinas
préinflamatdrias (BUI; JICKLING; WINSHIP, 2022). Assim, foi verificado em neste
estudo que em animais machos, observou-se uma elevacao significativa da atividade
da MPO nas estruturas analisadas ap6s a combinagao MCAO+CLP, em comparacéao
aos demais grupos. Este achado evidencia a intensificagdo da resposta inflamatéria
frente a sepse instaurada apds o AVCi, o que esta em consonancia com estudos que

indicam que a combinagédo entre isquemia e inflamagao sistémica agrava o dano
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neuronal por meio da ativagao exacerbada da microglia e maior recrutamento de
neutrofilos (JOAQUIM et al., 2024).

De modo sistémico, o polimorfismo MPO -463G>A tem sido associado a um
risco reduzido de hipertensdo em mulheres, mas n&o em homens. Isso sugere um
efeito protetor dos alelos variantes em mulheres, potencialmente influenciado pelos
horménios sexuais que modulam a atividade da MPO (BUSHUEVA et al., 2015). No
que se refere ao cérebro, até o momento ndo existem dados consistentes sobre a
influéncia direta entre o estrogénio e o infiltrado de neutréfilos, no entanto, os
estrogénios, especialmente o estradiol, demonstraram propriedades neuroprotetoras
que podem influenciar as respostas inflamatérias, o que poderia estar indiretamente
relacionado a atividade da MPO. Por exemplo, foi demonstrado que o estradiol tem
sido associado a diminui¢do da morte celular programada em condi¢des isquémicas,
0 que pode estar correlacionado com a redugao da atividade da MPO, uma vez que a
inflamagédo esta frequentemente associada a morte celular (JIA et al., 2009).0s
estrogénios exercem efeitos vasoprotetores que podem melhorar o fluxo sanguineo e
reduzir os danos isquémicos, influenciando potencialmente os niveis de MPO de forma
indireta por meio da melhora da perfuséo cerebral (LECINANA; EGIDO, 2005).

Relacionado a potencializacdo da atividade da MPO associando a sepse pos
AVCi, recentemente demonstramos que ocorre 0 aumento da MPO em diferentes
estruturas cerebrais somente em machos em tempo agudo apos as duas condigdes e
verificamos que esse aumento permanece em tempo tardio apds a injuria combinada
(JOAQUIM et al., 2024). Embora ndo existam dados longitudinais que quantifiquem
diretamente a presenca continuada de neutréfilos no cérebro apds a combinagao de
AVCi e sepse, evidéncias de protocolos relacionados indicam que essa infiltragcao
pode persistir e contribuir para desfechos adversos (ZEINEDDINE et al., 2024).
Estudos com AVCi isolado mostram que os neutrdfilos infiltram o tecido cerebral nas
primeiras horas e alcangam o pico em até 3 dias pds-lesdo, com diminuicdo nas
semanas seguintes (RITZEL et al., 2018). Entretanto, a presenga prolongada de um
estado inflamatério, avaliada por marcadores como a razao neutrdfilo-linfocito,
elevada até duas semanas apds AVCs graves correlaciona-se com maior mortalidade

e risco de infec¢des hospitalares (QUN et al., 2017).
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Em modelos de sepse, a observagcao de migracao reversa de neutrofilos apos
infiltracao tecidual sugere um prolongamento da resposta inflamatéria mesmo apés a
fase aguda (SEMMLER et al., 2007). Combinando tais evidéncias, é razoavel
hipotetizar que, no contexto da associagdo entre AVCi e sepse (MCAO + CLP), a
infiltracdo de neutrdfilos pode ser mantida por um periodo estendido, potencializando
a inflamacgéao cerebral crénica e comprometendo a recuperagao neuroldgica a longo
prazo.

A presenca sustentada de neutréfilos no tecido cerebral apos AVCi seguido de
sepse, pode contribuir para a manutengcdo de um ambiente pré-inflamatério e
préoxidante (BARICHELLO et al., 2006). Neutrdfilos ativados sao fontes importantes
de ROS e RNS, incluindo NO, que em excesso pode reagir com o anion superoéxido
formando peroxinitrito, um agente altamente citotéxico (BERG; MJLLER; BAILEY,
2011). A avaliagdo da concentracdo de N/N, subprodutos estaveis do NO, permite
inferir a extensdo do estresse nitrosativo cerebral. Assim, niveis elevados e
prolongados desses metabdlitos podem refletir ndo apenas a ativacdo de vias
inflamatdrias classicas (como a indugao da iNOS), mas também a persisténcia do
infiltrado de neutrofilos (DELLA GIUSTINA et al., 2020). Esse achado sugere que a
resposta inflamatoria ndo se limita a fase aguda, podendo se estender por dias ou
semanas apos a injuria inicial, especialmente em machos, que além de apresentarem
maior atividade de MPO puderam apresentar maior concentragao de N/N nas regides
do coértex posterior e hipocampo no grupo MCAO + CLP.

Em contraste, nas fémeas, o padrao de producao de 6xido nitrico, inferido pela
concentragao de nitrito/nitrato, revelou-se heterogéneo entre as regides cerebrais e
entre os grupos experimentais, indicando uma resposta inflamatéria menos uniforme.
No grupo MCAO+CLP, embora nao tenha sido observada diferenga significativa no
cortex posterior, houve aumento da concentracao de nitrito/nitrato no cortex frontal,
estriado e hipocampo em comparacédo ao grupo SHAM+CLP, evidenciando que a
combinacgao de isquemia e sepse foi capaz de amplificar a producédo de 6xido nitrico
nessas regides. Esse aumento pode refletir uma ativagao inflamatéria local, embora
menos intensa e difusa que nos machos, possivelmente devido a menor infiltracdo de
neutréfilos e a menor atividade da MPO, conforme previamente demonstrado. Além

disso, o fato de o grupo SHAM+CLP apresentar redugao significativa de N/N em
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estruturas como o cortex frontal e o hipocampo sugere que a sepse isolada induz uma
supressao metabdlica ou imunoldgica que € parcialmente revertida pela presenca
prévia da injuria isquémica. Dessa forma, os dados do grupo MCAO+CLP em fémeas
indicam uma ativacao inflamatéria seletiva e regional, com possivel influéncia de
fatores hormonais na modulagao da resposta nitrosativa, o que pode contribuir para
desfechos neuroldgicos distintos entre os sexos (NIE et al., 2016).

Os achados relacionados a concentragao de N/N apontam para um ambiente
cerebral com acentuado estresse nitrosativo apds isquemia e sepse, especialmente
em machos do grupo MCAO+CLP. Essa condicao reflete uma produgdo exacerbada
de 6xido nitrico e outros derivados reativos, 0 que compromete a integridade celular e
a funcionalidade neuronal. Nesse contexto, a atividade da CAT representa um
componente essencial da resposta antioxidante enddgena, atuando na degradagéo
do perdxido de hidrogénio e na prevencédo da formagao de espécies reativas mais
agressivas, como o radical hidroxila (FU et al., 2025). A avaliagcdo da CAT neste
momento do estudo é crucial para determinar se o sistema antioxidante cerebral foi
capaz de reagir de forma eficiente ao estresse imposto, ou se houve esgotamento
dessa via, favorecendo o dano persistente. Além disso, a analise da CAT pode revelar
diferencas relevantes entre machos e fémeas na capacidade de resposta antioxidante,
complementando os dados de MPO e nitrito/nitrato ja observados.

A analise da atividade da CAT revelou uma reducéo significativa em machos no
cortex frontal e no hipocampo no grupo MCAO+CLP, indicando um comprometimento
regional da resposta antioxidante cerebral frente a injuria combinada de isquemia e
sepse. Essas regides sao particularmente vulneraveis ao estresse oxidativo, dada sua
alta demanda metabdlica e papel central na cogni¢ao e regulagdo comportamental.
Estudos prévios reforgam essa susceptibilidade: Joaquim et al. (2024) demonstraram
que, apos AVC experimental, ratos machos apresentaram menor atividade de CAT no
hipocampo, acompanhada de acumulo de peroxidos lipidicos e maior ativagao glial
(JOAQUIM et al., 2024). Da mesma forma, Liu et al. (2009) relataram redugéo
significativa da atividade de enzimas antioxidantes, incluindo a CAT, no cértex frontal
de ratos machos apds sepse, com prejuizos em vias neurais associadas a memoéria e

regulagdo autondémica.
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A combinagdo desses fatores em modelos como o MCAO+CLP parece
amplificar os efeitos deletérios nessas estruturas criticas, favorecendo a perpetuacao
do dano oxidativo e contribuindo para déficits cognitivos e comportamentais mais
intensos.

Nas fémeas, a atividade da CAT mostrou-se reduzida apenas no hipocampo no
grupo MCAO+CLP, sugerindo um padrdo de comprometimento mais restrito e
regionalizado da defesa antioxidante em comparagdo aos machos. Enquanto nos
machos a reducao da CAT foi observada tanto no cortex frontal quanto no hipocampo,
indicando uma faléncia mais ampla do sistema antioxidante cerebral, nas fémeas a
alteragao se concentrou em uma estrutura altamente sensivel ao estresse oxidativo e
crucial para a memodria e plasticidade sinaptica (COBLEY; FIORELLO; BAILEY, 2018).

Estudos como o de Ritzel et al. (2017) apontam que o sexo feminino, em
especial na presenca de estrogénios, tende a manter niveis mais estaveis de enzimas
antioxidantes no cortex cerebral apds lesdes isquémicas. No entanto, o hipocampo
parece ser uma regido de maior vulnerabilidade mesmo em fémeas, como
demonstrado por Bhatt et al. (2013), que relataram diminui¢cao da atividade da CAT e
disfungao mitocondrial nessa regiao apos insultos inflamatorios sistémicos.

Esse padrao sugere que, embora as fémeas apresentem maior resisténcia ao
dano oxidativo generalizado, o hipocampo continua sendo um ponto critico de
desregulagéo redox diante de injurias combinadas como a sepse pdés-AVC. Assim, a
preservacao da atividade da catalase no cértex frontal das fémeas pode refletir um
efeito neuroprotetor horménio-dependente, enquanto a queda localizada no
hipocampo indica uma limitagcdo dessa protecao em estruturas com alta exigéncia
metabdlica e susceptibilidade a lesdes inflamatorias prolongadas.

Dessa forma, machos demonstraram maior suscetibilidade as alteragdes
prooxidantes, enquanto fémeas apresentaram uma resposta mais equilibrada,
sugerindo um possivel papel neuroprotetor dos horménios sexuais femininos. No
entanto, é importante considerar que essas diferengas podem variar ao longo da vida,
com alteragbes hormonais significativas influenciando essa resposta, como ja
demonstrado em estudos com fémeas ovariectomizadas (Lai, Zheng-Zong. et al.,
2021).



39

7. CONCLUSAO

O presente estudo evidencia que o sexo bioldgico exerce um papel modulador
nas respostas cerebrais oxidativas tardias diante da injuria combinada de AVCi e
sepse. Os resultados encontrados nesse estudo demonstram que machos
apresentam uma acentuacao das alterag¢des inflamatodrias e oxidativas, refletida pela
elevacdo da atividade da MPO, aumento da concentracdo de N/N e reducdo da
atividade CAT, especialmente no cértex frontal e hipocampo. Esses achados apontam
para um ambiente cerebral persistentemente pré-oxidante e inflamatério, com
potencial para agravar o dano neuronal e comprometer a recuperag¢ao funcional a
longo prazo.

Em contrapartida, as fémeas demonstraram uma resposta inflamatoria e
oxidativa mais regionalizada e menos intensa, com preservagdo da atividade
antioxidante no cortex frontal e alteragdes restritas ao hipocampo. Tal padrao pode
estar associado a agdo neuroprotetora dos estrogénios, que modulam a atividade
microglial, a produgao de citocinas inflamatorias e a homeostase redox (MORAES et
al., 2016). Essa diferenga entre os sexos corrobora a literatura que destaca o
dimorfismo sexual como um fator determinante na evolugao de lesdes neuroldgicas e
no prognostico apds eventos como AVC e sepse (GALL et al., 2010; ROY-O'REILLY;
MCCULLOUGH, 2018).

Além disso, a manutencdo de niveis elevados de MPO e N/N em machos,
mesmo em fase tardia, sugere uma inflamacgéo cerebral prolongada, possivelmente
sustentada por infiltracao persistente de neutrofilos. Esse processo pode comprometer
a neuroplasticidade e favorecer déficits cognitivos e comportamentais, sendo um alvo
relevante para intervengdes terapéuticas futuras. A avaliagao da atividade da CAT
como marcador da resposta antioxidante reforga a importancia de estratégias voltadas
ao fortalecimento das defesas endogenas frente ao estresse oxidativo em contextos
de injuria neuroldgica complexa.

Em resumo, este estudo reforca a necessidade de considerar o sexo bioldgico
como uma variavel critica na compreensdao da fisiopatologia do AVC e suas
complicagbes, como a sepse, e na proposicdo de abordagens terapéuticas

personalizadas. Investigacdes futuras devem aprofundar a andlise dos mecanismos
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hormonais e celulares subjacentes a essas diferengas, bem como explorar o impacto
de variagdes hormonais ao longo da vida na resposta cerebral a inflamagédo e ao
estresse oxidativo.

Como limitagdo, destaca-se que o estudo ndo contemplou a avaliagao
hormonal ou o ciclo estral das fémeas, o que poderia fornecer dados adicionais sobre
a modulagdo enddcrina da resposta inflamatéria. Futuras investigacbes devem
explorar essas lacunas, além de considerar estratégias terapéuticas que atuem

diretamente na regulagéo do estresse oxidativo em ambos 0s sexos.
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infecglo sisiémica em ralos idosos®, regstada com o n* 200224011V, scb a
responsabdidade de Fabrica Cardosa Petroniho - que envolee a marstentio ou utizacao
de modelos anmas perencentes ac filo Chordata, subdlo Vemsbrata |exceio humanos |, para
fins de pasquisa cientifica (ou ensino - encontra-se de acordo com os precefos da Lel Federal
m* 11.794, de B de outubrn de 2008, do Decreto n® 6,899, de 15 de juiho de 2008, & com as
nomas editadas pelo Conselho Macional de Controle de Expenmentacao Anamal (COMCEA),
= foi aprovado pela COMISSAD DE ETICA HO USD DE ANBAE (CEUA) desta Instiuglo,
em reunido de 10 de agosio de 2020.

A CEUAUNISUL fem por dnalidade cumprr e faner cu , Mo dmbRo da UNISUL e
nos mtes de suas arbuicles, os disposios na legeshodo aplicavel a cnagdo,
manutencio e a utlzacko de ansmais em ativdades de ensno & de pesguisa, realzadas pelos
Ccorpos docente, discente & Mcnico-adminisyative da UNISUL e pesquisadores de oulras
instRuigbes, caracterzando-se a sua aluacdo como educativa, consultiva, de assessora e
fecalzagho nas questBes relavas 4 mabéria, sob os aspecios: | - Eboo; M - Legat
enquadramenio na legisiacio vigenis.

Gosiwlamos ode sakentar gque, embora aprovado,

fualgquer  aBeracdo  dog
procedimenios & metodologias que howuver durante a realzaclo do propdo em questlo, devend
ser informada medataments 3 Comissda.

Coordanador da Comissio

LML - Ty Gewrcis Florisreipolin,
Avmrichy Pasdrn Brancs, 2 Ciciece Universitins, CEF 8117270 Faihoca, SC
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