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RESUMO 

 

 

Introdução: O sistema imunológico dos neonatos ainda é imaturo, o que torna-os mais 

suscetíveis aos agentes infecciosos presentes nesse período. A ativação imune 

neonatal está associada a um aumento da permeabilidade da barreira 

hematoencefálica (BHE), provocando uma cascata inflamatória no Sistema Nervoso 

Central (SNC) e alterando parâmetros comportamentais e neuroquímicos. Uma das 

hipóteses que vem sendo estudas é que a neuroinflamação possa estar envolvida nos 

processos neurodegenerativos, como na Doença e Alzheimer (DA). Objetivo: Avaliar 

o comprometimento da memória visuo-espacial e a expressão das proteínas Tau e 

GSK-3β em hipocampo e córtex de animais expostos a endotoxemia neonatal. 

Métodos: Camundongos C57BL/6 com dois dias de vida receberam uma única injeção 

de lipopolisacarídeo (LPS) subcutânea. Ao completarem 60,120 e 180 dias de vida, a 

memória visuo-espacial foi avaliada através do Labirinto Aquático de Morris e as 

estruturas hipocampo e córtex dissecados para avaliação da expressão das proteínas 

Tau e GSK-3β através da técnica de Western Blot. Resultados: Os animais expostos 

ao LPS no período neonatal apresentaram um comprometimento da memória visuo-

espacial com 120 e 180 dias de vida. Houve um aumento da expressão de GSK-3β 

em hipocampo dos animais com 60, 120 e 180 dias de vida. Já no córtex, este 

aumento aconteceu somente em 120 e 180 dias. A expressão da proteína Tau estava 

elevada em hipocampo e córtex dos animais com 120 dias e apenas em córtex em 

180 dias de vida. Conclusão: Os dados observados neste estudo mostram que a 

ativação imune neonatal pode estar associada a um comprometimento da memória 

visuo-espacial e a um aumento da expressão das proteínas GSK-3β e Tau 

tardiamente. Estas evidencias podem basear futuros estudos sobre a relação entre 

neuroinflamação neonatal e processos neurodegenerativos tardios. 

 

 

Descritores: Ativação imune neonatal. Sistema Nervoso Central. Memória. GSK-3β. 

Tau. 

 

 

 



 

ABSTRACT  

 

 

Introduction: The neonatal immune system is still immature, which makes them more 

susceptible to the infectious agents present in that period. Neonatal immune activation 

is associated with increased permeability of the blood-brain barrier (BBB), causing an 

inflammatory cascade in the Central Nervous System (CNS) and altering behavioral 

and neurochemical parameters. One of the hypotheses that has been studied is that 

neuroinflammation may be involved in neurodegenerative processes, such as in 

Alzheimer's disease (AD). Objective: To evaluate visuo-spatial memory and the 

expression of Tau and GSK-3β proteins in hippocampus and cortex of animals 

exposed to neonatal endotoxemia. Methods: C57BL/6 mice with two days old received 

a single injection of subcutaneous lipopolysaccharide (LPS). At 60,120 and 180 days 

old, visual-spatial memory was evaluated through the Morris walter maze and the 

hippocampus and córtex were dissected to evaluate the expression of Tau and GSK-

3β proteins through the use of Western Blot. Results: In the animals exposed to LPS 

in the neonatal period there were ans visuo-spatial memory impairment at 120 and 180 

days old. There was an increase in the expression of GSK-3β in hippocampus of the 

animals at 60, 120 and 180 days of life. In the cortex, this increase occurred only in 

120 and 180 days old. Tau protein expression was high in hippocampus and cortex of 

animals at 120 days old and only in cortex at 180 days old. Conclusion: The data 

observed in this study show that neonatal immune activation may be associated with 

visuo-spatial memory impairment and increased expression of GSK-3β and Tau 

proteins in long-term. These evidences may base future studies on the relationship 

between neonatal neuroinflammation and long-term neurodegenerative processes. 

 

Keywords: neonatal imune activation, central nervous system, memory, GSK-3β. Tau. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 

Sepse neonatal caracteriza-se por sinais sistêmicos de infecção associada a 

presença de bacteremia nos primeiros 28 dias de vida1,2. Configurando-se como uma 

dos principais fatores de mortalidade e morbidade entre os recém nascidos, a sepse 

divide-se em precoce e tardia3, iniciando-se quando há a ação de agentes no 

organismo como endotoxinas gram-negativas ou exotoxinas segregadas, que podem 

desencadear a liberação local ou sistêmica de mediadores inflamatórios 4. Os 

principais mediadores inflamatórios presentes neste processo são as citocinas pró-

inflamatórias como o fator de necrose tumoral tipo α (TNF-α) e as interleucinas (IL)-

1β, IL-6 e IL-8 5. As citocinas pró-inflamatórias agem favorecendo a migração e 

ativação das células imunes. Deste modo, a inflamação persistente relacionada a 

sepse ocasiona alterações em diversos órgãos e em especial o sistema nervoso 

central (SNC). O aumento da expressão de mediadores pró-inflamatórios pode 

aumentar a permeabilidade da BHE e desencadear a ativação da micróglia. A ativação 

microglial inicia um processo de neuroinflamação sustentada pela liberação de 

citocinas pró-inflamatórias diretamente no tecido encefálico. O processo de 

neuroinflamação pode ocasionar alterações significativas em áreas especificas do 

SNC como córtex e hipocampo, provocando prejuízos nas funções cognitivas, como 

memória e aprendizado a longo prazo6.  

Em um recente estudo, mostrou-se que animais expostos ao lipopolissacarídeo 

(LPS) no período neonatal apresentaram um comprometimento da memória aversiva, 

de habituação e de reconhecimento de objetos quando adultos7 . No período neonatal, 

o SNC está em formação e qualquer alteração neste processo pode trazer prejuízos 

significativos tanto a curto como a longo prazo. Outro estudo demonstrou que a 

ativação imune sistêmica por LPS no terceiro e no quinto dia pós-natal aumentou os 

níveis de TNF-α e IL-1β em hipocampo de animais avaliados quando adultos 8. 

Agudamente, foi verificado que uma única injeção de LPS no sétimo dia pós-natal 

aumentou os níveis de IL-6, IL-1β e TNF-α associado a um aumento da ativação 

microglial em tecido encéfalico após 48h e 7 dias da exposição endotoxêmica9.  

Neste contexto, áreas encefálicas especificas, como córtex e hipocampo, estão  

envolvidas na formação e armazenamento dos processos de aprendizado e memória, 

em especial da memória visuo-espacial10.  Esta memória consiste na capacidade de 
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codificar, armazenar e recuperar informações sobre localizações espaciais11. Déficits 

na memória visuo-espacial são observados em doenças neurodegenerativas como a 

Doença de Alzheimer (DA). A DA é caracterizada por uma perda progressiva das 

habilidades visuo-espaciais associado a um acumulo de placas senis, emaranhados 

neurofibrilares e a uma perda neuronal principalmente em hipocampo e córtex 

temporal 12,13. Outra característica importante no processo neurodegenerativo da DA 

é o aumento da expressão das proteínas GSK-3β e Tau em tecido encefálico 14.  

No processo de neurodegeneração da DA, a proteína β-amiloide encontra-se 

em quantidade maior do que o normal e a produção e o acúmulo exacerbados 

resultam na formação de fibras amiloides e placas senis. Esse processo desencadeia 

uma cascata de eventos, dentre eles a hiperfosforilação da proteína Tau, que forma 

emaranhados neurofibrilares, bloqueando a ligação intracelular de proteínas 

neurotróficas, resultando na morte neuronal. A proteína GSK-3β, está ligada ao 

processo de hiperfosforilação da proteína Tau, sendo encontrado um aumento da sua 

expressão principalmente em regiões corticais e hipocampo 15,16.  

A relação entre processos neuroinflamatórios e a DA vem sendo estudado na 

literatura. Evidências sugerem que a neuroinflamação possa desencadear ou agravar 

a fisiopatologia e a progressão da DA. Microglias ativadas foram encontradas em 

tecido cerebral de indivíduos com o diagnóstico de DA, demonstrando que houve um 

possível processo neuroinflamatório no SNC 17. Os estudos, até então, focam na DA 

como sendo associada a um processo neuroinflamatório em resposta ao depósito de 

peptídeo -amilóde. Entretanto, algumas alterações bioquímicas e comportamentais 

apresentadas após a endotoxemia nos primeiros dias de vida são similares àqueles 

encontrados no processo fisiopatológico da DA.  

Neste sentido, este estudo tem como hipótese principal estudar a relação entre 

a ativação imune neonatal pela exposição ao LPS e o comprometimento da memória 

visuo-espacial associada a expressão alterada das proteínas GSK-3β e Tau em 

hipocampo e córtex de animais adultos e idosos jovens. Os dados obtidos nesta 

pesquisa poderão auxiliar no entendimento mais aprofundado do papel da 

neuroinflamação em um encéfalo imaturo e em desenvolvimento como um dos fatores 

etiológicos da DA precoce. 
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1.1 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

1.1.1 Sepse e ativação imune neonatal   

 

A sepse neonatal caracteriza-se por uma resposta sistêmica decorrente da 

invasão e multiplicação bacteriana na corrente sanguínea, com evidência ou não de 

infecção suspeita ou confirmada1,2, sendo definida como síndrome da resposta 

inflamatória sistêmica (SIRS) associada a um processo infeccioso suspeito ou 

comprovado18. A SIRS é caracterizada pela alteração de no mínimo dois dos quatros 

critérios diagnósticos: temperatura, frequência cardíaca, frequência respiratória e 

contagem de leucócitos19.  A sepse neonatal configura-se como uma das principais 

causas de mortalidade e morbidade em recém-nascidos3.  

De acordo com os dados da OMS no Brasil em 2015, a sepse e outras doenças 

infecciosas foram responsáveis por aproximadamente 1,3 mortes para cada 1000 

nascidos vivos com idade entre 0 e 27 dias, representando 14,3% das mortes 

ocorridas em recém-nascidos e 7,8 % de todas mortes em crianças com idade entre 

0 e 4 anos 20. Observando em um contexto mundial, a sepse em recém-nascidos 

representa aproximadamente 15% do total de mortes de crianças entre 0 e 27 dias 20. 

A incidência da sepse neonatal é ainda mais frequente em prematuros com peso de 

nascimento inferior a 1.500 gramas, submetidos aos procedimentos invasivos nas 

Unidades de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN).  Apesar do número de mortes pela 

sepse neonatal ainda ser elevado, os dados da OMS demonstram uma diminuição do 

número de mortes 20. Sendo assim, existe a necessidade do acompanhamento a longo 

prazo na busca de informações sobre possíveis consequências 20.  

A sepse neonatal pode ser classificada em precoce e tardia. A sepse precoce 

acontece nas primeiras 48 horas de vida e está relacionada a situações pré-natais e 

periparto e a fatores maternos e gestacionais. O comprometimento é multissistêmico 

e os patógenos quando identificados, pertencem em sua maioria ao trato genital 

materno 21. A sepse tardia, por outro lado, ocorre após as primeiras 48 horas de vida 

e está relaciona a fatores pós-natais, causados por patógenos não oriundos da mãe 

e sim por agentes ambientais, por vezes provenientes de procedimentos nas UTINs 

aos quais os recém-nascidos podem estar expostos como cateteres, tubo 

endotraqueal, punções venosas, nutrição parenteral, entre outros 21. Na sepse tardia, 

a presença de bactérias gram negativas é mais comumente observada16.  
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Neste contexto, alguns aspectos podem ser definidos como possíveis fatores 

de risco para a sepse neonatal tais como, fatores gestacionais e maternos, condições 

de nascimento e prematuridade e situações relacionados ao ambiente hospitalar 22. 

Com relação as questões gestacionais e maternas, podem ser considerados fatores 

de risco, as infecções do trato genito-urinário e colonização por Streptococcus 

agalactiae, assim como, febre materna (> 37,5°C).  Neonatos prematuros apresentam 

um sistema imunológico ainda em desenvolvimento, tornando-se mais facilmente alvo 

de agentes infecciosos 23. O peso ao nascer, está associada  principalmente a sepse 

tardia, visto que os mesmos podem precisar de internação hospitalar por um período 

prolongado, estando expostos aos riscos inerentes ao ambiente por uso de 

procedimentos, tais como o uso do cateter central de inserção periférica, ventilação 

mecânica, e uso de nutrição parenteral 22. Sendo então a necessidade de internação 

considerada um fator de risco significativo, devido as infecções hospitalares, 

reconhecida como umas das maiores causas de mortalidade neonatal 2,5,24,25.  

O diagnóstico da sepse neonatal se torna difícil pois os sinais e sintomas, por 

vezes, podem ser confundidos com situações própria da idade, decorrentes de uma 

possível prematuridade. As manifestações clínicas são inespecíficas sendo 

necessário que se associe fatores de risco materno e neonatais para se suspeitar e 

iniciar a investigação laboratorial24. No entanto existem algumas manifestações 

clínicas importantes como: dificuldades respiratórias (taquipnéia, gemência, retrações 

torácicas, batimentos de asas nasais), apnéia, letargia, febre ou hipotermia, icterícia 

sem outra causa determinante, vômitos e diarréia ou ainda manifestações cutâneas, 

incluindo petéquias, abscesso e escleredema 21,24. Na ausência de patógenos, alguns 

critérios clínicos devem ser considerados para o diagnóstico da sepse neonatal: 

instabilidade térmica, dificuldade respiratória, hipotonia e convulsões, irritabilidade e 

letargia, sintomas gastrintestinais, icterícia idiopática, palidez cutânea, sinais de 

sangramento e até uma avaliação subjetiva 21,24. É importante que o diagnóstico seja 

feito rapidamente, visto que o quadro pode evoluir para choque séptico e óbito em 

pouco tempo.21  

A fisiopatologia da sepse neonatal ainda é um desafio pois trata-se de um 

processo complexo e multifatorial. A resposta sistêmica pode ter início perante a ação 

de agentes no organismo, podendo ser estruturais como endotoxocinas gram-

negativas que desencadeiam a liberação local ou sistêmica de mediadores 

inflamatórios4 como IL-1β, IL-6 e TNF-α, bem como as citocinas anti- inflamatórias 
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como a  IL-105. Estas citocinas estimulam a enzima ciclooxigenase 2 (COX-2), 

responsável pela conversão de ácido araquidônico para prostaglandina E2 (PGE2), 

iniciando-se um processo inflamatório. 

Na sepse neonatal, em especial na sepse precoce, os níveis de citocinas como 

IL-6, IL-1 e o TNF-α apresentam-se elevados, constituindo-se como marcadores 

iniciais de infecção neonatal. Além disso, a liberação de citocinas medeia a ativação 

de neutrófilos que iniciam a formação de trombina e o depósito de fibrina 5,26–28. Com 

a ativação de neutrófilos e células endoteliais, as citocinas pró-inflamatórias acabam 

possibilitando a adesão leucocitária na parede do endotélio 3. A produção de óxido 

nítrico e outros reativos ao nitrogênio e ao oxigênio estão associados ao dano 

endotelial com alteração das junções entre as células, levando ao edema, a 

vasodilatação e a perda do controle do tônus 3,5.  

O sistema imunológico do recém-nascido é mais vulnerável a patógenos 

invasivos, mostrando-se mais suscetíveis a infecções. A resposta imune inata é um 

mecanismo de defesa inicial que não necessita de exposição prévia aos patógenos e 

as células da imunidade inata participam da defesa contra bactérias. A defesa contra 

patógenos é baseada, em partes, na expressão de receptores com padrão de 

reconhecimento (PRRs) para estruturas especificas dos microrganismos 

denominados de padrões moleculares associados aos patógenos (PAMPs).   Dentre 

os PAMPs encontramos os receptores Toll-Like (TLR).  Os TLR são uma família de 

proteínas transmembrânicas, que atuam no sistema inume inato, existem diferentes 

TLR identificados, dentre eles o TLR-4. Os TLR são expressos na superfície de 

monócitos, macrófagos, células dendriticas, linfócitos, células epiteliais ou no 

citoplasma de células de diferentes tecidos. No período neonatal, é possível observar 

alterações qualitativas e quantitativas quanto aos receptores TLR e as células da 

resposta imune. 

 O LPS de bactérias gram-negativas reconhecido pelo TLR-4 é um dos 

principais imunoestimuladores presentes na parede bacteriana que induz a ativação 

de proteínas intracelulares e a translocação de diferentes fatores de transcrição 

essenciais para a expressão dos genes e assim medeiam a resposta inflamatória 29. 

O equilíbrio existente entre a produção de citocinas pró e anti-inflamatórias, permite 

uma resposta imune efetiva e ao mesmo tempo tem a função de proteger o hospedeiro 

de uma resposta inflamatória excessiva 30   
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 Em linhas gerais, a sepse neonatal está associada a uma resposta inflamatória 

sistêmica e pode causar comprometimento do tecido encefálico em 

desenvolvimento31–33. Um grande número de células imunes efetoras são mobilizados 

para a circulação. Concomitantemente, estas células imunes secretam citocinas pró-

inflamatórias como o TNF-α e IL-1β que atravessam facilmente a BHE no parênquima 

cerebral 34. Em sequência, as citocinas pró-inflamatórias  podem ativar a micróglia, 

célula imune residente do SNC,  e iniciar uma complexa cascata inflamatória incluindo 

a liberação excessiva  de citocinas pró-inflamatórias, espécies reativas ao oxigênio 

(ERO) e iniciar uma excitotoxicidade glutamatérgica35,36.  

 

1.1.2 Neuroinflamação  

 

O SNC é um órgão imunologicamente privilegiado. É normalmente protegido 

por três elementos estruturais: A BHE com a interface entre o encéfalo e os vasos 

sanguíneos; a barreira sangue-líquido cefalorraquidiano (LCR), formada pelo plexo 

coroide e a membrana aracnoide com os vasos sanguíneos e o LCR; e a barreira 

sangue-aracnóide, que é a interface dos vasos sanguíneos com a camada do epitélio 

da aracnóide subjacente à dura-máter. Essas barreiras são estruturas especializadas 

do SNC que controlam e regulam a homeostase 37  

A BHE é formada pela membrana basal do endotélio, pericitos, astrócitos, que, 

em conjunto com as junções Oclusivas, dificultam o contato entre o SNC e órgãos 

periféricos. Moléculas presentes na circulação sistêmica, como as citocinas, têm 

dificuldade de penetrar no SNC. Estudos sugerem que as citocinas podem estimular 

nervos periféricos, que podem ativar respostas inflamatórias no SNC. Citocinas 

periféricas podem influenciar a resposta inflamatória cerebral a partir das áreas 

desprovidas de BHE. A inflamação cerebral também pode ser potencializada por 

mediadores inflamatórios produzidos pelo endotélio vascular ativado por citocinas 

periféricas. Neste contexto acredita-se que a desregulação da BHE causa a exposição 

do SNC a substâncias nocivas, ou tóxicas, envolvidas na morte neuronal 38,39. 

Evidências indicam que a infeção bacteriana, estimula vias inflamatórias, que são 

capazes de causar danos no cérebro dos neonatos, mesmo na ausência de entrada 

bacteriana direta no SNC 40.  

Durante o processo neuroinflamatório, as alterações no SNC podem envolver 

mecanismos patogênicos e a resposta imune inata do hospedeiro. O sistema inume 
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inato identifica os patógenos através de famílias de receptores. Os TLR e receptores 

de produtos finais de glicosilação avançada (RAGE) são receptores presentes nas 

células do sistema imune e reconhecem padrões associados à patógenos conhecidos 

como PAMPs, exemplos de PAMPs são as endoxinas presentes na membrana dos 

organismos gram-negativos. Os RAGE são capazes de se ligar a uma variedade de 

ligante com diferentes propriedades e origens. A sua ativação contribui para a ativação 

da microglia e para o estresse oxidativo, desencadeando um processo de morte 

neuronal. Além disso, a ativação microglial também foi associada a um aumento da 

expressão de TNF-α IL-1β, IL-6 e IL-10 no tecido encefálico após a inflamação 

sistêmica. Neste contexto, relata-se que a neuroinflamação pode contribuir 

significativamente para a progressão de doenças neurodegenerativas, como a doença 

de Parkinson, a DA, a escleorose múltipla, a doença de Huntingon e a esclerose lateral 

amiotrófica41–45.   

Durante o processo de desenvolvimento, a ativação imune no SNC, envolve a 

micróglia e astrócidos, que constituem as células imunes residentes e desempenham 

um papel importante na regulação da homeostase 46.  Os astrócitos desempenham a 

função de proteção do tecido neuronal como a promoção do reparo celular, modulação 

de neurotrofinas, ajudam a reestabelecer a permeabilidade da BHE e também 

promovem a neurovasculzarização e a neurogenese 46. No entanto, estímulos 

excessivos aos astrócitos podem resultar na falência da reparação da BHE, infiltração 

leucocitária, desmielinização e morte de células oligodendrocitas 47.Similarmente, 

após a ativação da micróglia, a mesma produz metabolitos que provocam a morte 

neuronal e impedem a neurogenese 48. O encéfalo dos neonatos são mais vulneráveis 

a alterações decorrentes a uma resposta inflamatória sistêmica, como a ativação 

microglial e astrocitária, e as alterações relacionadas a estas cascatas podem 

persistirem por um longo prazo49. 

As alterações induzidas pelo LPS no desenvolvimento neurológico resultam do 

fato da migração neuronal, a gliconeogênese e a mielogênese ocorrerem numa fase 

tardia gestacional que predominam nas duas primeiras semanas de vida pós-natal. O 

LPS, realiza a indução de células inumes residentes no cérebro, como a micróglia que 

libera mediadores inflamatórios. O desencadeamento da produção de citocinas pró-

inflamatórias através do LPS, em especial em células imaturas, influenciam na 

neurodegeneração 50–52.   
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Estudos apontam que o processo neuroinflamatório em neonatos pode estar 

associado a déficits neurológicos a longo prazo 53–55, o que reforçam a possível 

correlação entre a sepse neonatal e o atraso no desenvolvimento neuropsicomotor 56. 

Em um estudo realizado por Stoll e colaboradores (2004) foi possível observar a 

associação entre a sepse neonatal e déficits cognitivos. Após a avaliação de crianças 

entre 18 e 22 meses de idade, foi possível observar que aquelas que apresentaram 

sepse no período neonatal, demonstraram maior comprometimento das funções 

cognitivas57. Em um modelo experimental, foi observado que camundongos expostos 

ao LPS no período neonatal apresentaram alterações no aprendizado e na memória 

quando adultos 7. Neste contexto, Selkoe e colaboradores (2000) demonstraram que 

o acúmulo dos mediadores inflamatórios em tecido encefálico é normalmente 

acompanhado de perda neuronal, principalmente em áreas corticais e hipocampais, 

resultando na perda progressiva das funções cognitivas 58. 

 

1.1.3 Processo de Memória e Aprendizado 

 

As funções cognitivas são fundamentais para o desenvolvimento do ser 

humano. Na sepse algumas dessas funções cognitivas podem sofrer alterações, 

trazendo prejuízos significativos. No caso da sepse neonatal, esses prejuízos podem 

apresentar-se a longo prazo.7. 

A memória e a aprendizagem são duas das funções cognitivas mais 

importantes e também mais complexas.  Apesar de parecem funções simplistas, estão 

envolvidas em processos cerebrais diversos, que interagem entre si, não havendo 

uma única estrutura encefálica ou mecanismo neural que seja responsável por todo o 

processo de aprendizado e memória. Este processo de interação possibilita a 

armazenagem e recuperação de informações59. 

A memória consiste em um processo cognitivo que pode ser definida como a 

capacidade de aquisição, formação, conservação e evocação de informações, sendo 

este um sistema complexo e multifacetado, que envolve uma variedade de 

mecanismos neurais. A memória serve de base para a aprendizagem, podendo ser 

definida como uma mudança de comportamento que apresenta como principal 

característica a aquisição de uma determina informação 11,60,61. 

O processo de memória e aprendizado pode ser dividido em aquisição, 

armazenamento e evocação. Apesar de serem explicados separadamente, eles 
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acontecem de maneira interligada. A aquisição tratar-se do momento que a 

informação chega até o SNC por meio de estruturas sensoriais, que transportam a 

informação ao encéfalo. Ou seja, existe um estímulo que é transmitido pelos órgãos 

receptivos (visão, audição, tato) e que chegam ao sistema nervoso através dos nervos 

sensitivos 60,62. A consolidação ou armazenamento, é o momento onde a informação 

será armazenada e onde haverá a retenção dessa informação por um determinado 

período de tempo. A memória utiliza o armazenamento como uma forma de facilitar 

atividades cognitivas complexas como a aprendizagem, que consiste no 

armazenamento de informações como consequência de uma experiência ou da 

prática, produzindo assim, uma alteração de comportamento real ou potencial 11. 

Este armazenamento pode acontecer de duas maneiras: através de alterações 

eletrofisiológicas e/ou através de alterações bioquímicas. Nas alterações 

eletrofisiológicas, a retenção da informação é realizada apenas por um tempo 

determinado. Isso acontece nos casos de memória sensorial e memória de trabalho 

11. Nas alterações bioquímicas, há alterações estruturais e funcionais. As estruturais, 

acontecem devido a formação de novas espinhas dendríticas ou com a formação de 

novos prolongamentos axonais. Já nas alterações funcionais, acontece a formação 

de novos canais iônicos que otimizam a transmissão sináptica 63. A consolidação 

acontece no hipocampo, visto que este parece ser um depósito transitório de 

memórias, onde ocorre a transição de elementos registrados recentemente para um 

arquivo mais permanente 60,61.   

Por último, ocorre o processo de evocação, que consiste na recuperação da 

informação que foi armazenada59. A evocação acontece no córtex pré-frontal, que 

envolve a organização dos traços de memória de maneira sequenciada e coerente 

com o tempo. A recuperação pode acontecer por dois tipos: pelo reconhecimento que 

consiste em um estimulo previamente conhecido e armazenado - onde existe uma 

familiaridade com a situação e a recordação - onde não existe um estímulo 

previamente conhecido, não havendo uma familiaridade presente59,60. 

Quanto ao tempo de armazenamento a memória pode ser definida como 

memória de curto prazo, memória de trabalho e memória de longo prazo. A memória 

de curto prazo retém temporariamente as informações, que podem durar de segundos 

a horas e que podem ser vulneráveis a perturbações, abrigando uma quantidade 

limitada de dados 11. 
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A memória de trabalho diz respeito a habilidade para manter e manipular 

informações, que são mantidas ativas por um curto período de tempo, no máximo 

poucos minutos, apenas enquanto se está fazendo uso dela, entanto a informação 

está sendo processada, com o objetivo de selecionar um plano de ação e realizar a 

atividade pretendida 11. A manipulação das informações é crucial para a expansão do 

conhecimento, sendo assim, consequentemente o desempenho da memória de 

trabalho é essencial para o processo de aprendizagem. No entanto, a memória de 

trabalho tem uma outra função fundamental, que é a de realizar a comparação das 

informações novas com as que já estão armazenadas na memória de longo prazo. 

Sendo assim, a memória de trabalho trata-se de um gerenciador, que organiza as 

informações de maneira ordenada e sequencial, possibilitando que as ideias possam 

estar em acordo com a realidade 61,64. O funcionamento inadequado no 

processamento de um dos componentes de organização da memória de trabalho pode 

causar dificuldade no processo da aprendizagem 59.  

As informações que passam pela memória de curto prazo ou serão perdidas ou 

irão ser armazenadas na memória de longo prazo 60. A memória de longo prazo, 

possui a capacidade de armazenar informações por longos períodos, desde que esta 

informação seja constantemente reforçada ao longo do tempo. A capacidade de 

aprender algo novo e armazenar as informações na memória de longo prazo é parte 

do desenvolvimento normal. A formação da memória do longo prazo envolve uma 

série de processos no hipocampo e em outras estruturas cerebrais11. A memória de 

longo prazo, pode ser dividida em memória declarativa e não- declarativa 11,60. 

A memória declarativa é a capacidade de armazenamento e evocação 

consciente das informações. É sempre explícita, ou seja, se caracteriza pela 

memorização de eventos e fatos que estão relacionados as experiências vividas pelo 

indivíduo. O hipocampo é uma das estruturas cerebrais envolvidas na formação da 

memória declarativa65. Ele é necessário para a aquisição desses tipos de memórias e 

lesões nessa região impedem os indivíduos de estabelecerem novas memórias 

explícitas. Neste contexto, a memória declarativa se divide em episódica e 

semântica11.  A memória episódica está relacionada a eventos pessoais e específicos 

da experiência de cada indivíduo. A memória semântica, se refere ao registro e 

retenção dos conhecimentos e conteúdos em geral, arquivando os conceitos e a 

função do significado que cada informação tem. Esta memória não guarda momentos 

e sim fatos60. 
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A memória não-declarativa, está relacionada a capacidade de adquirir 

habilidades perceptivas motoras ou cognitivas através da repetição 11. Essas 

memórias, são por vezes adquiridas através de condicionamento, ou seja, uma 

associação perante um estímulo especifico (comportamento por exemplo) e uma 

consequência como resposta. As memórias motoras podem ser os melhores 

exemplos de memorias não-declarativas pois elas são de difícil aprendizagem, no 

entanto, com a frequente repetição, acabam por se tornarem automáticas e 

inconscientes 60. 

A memória espacial é uma memória declarativa episódica essencial para a 

realização de muitas tarefas diárias que envolvem informações visuais e espaciais. A 

memória espacial apresenta uma limitada capacidade de armazenamento e é 

fundamental para a formação de ideias mentais61. Ela envolve habilidades para 

codificar, armazenar e recuperar informações sobre localizações espaciais, rotas e 

tem a função de reter e processar a identidade e a localização espacial de um objeto, 

tornando-se essencial para a realização de muitas atividades. O hipocampo e o córtex 

são área envolvidas na criação e armazenamento das memórias declarativas 

episódicas, estando diretamente relacionadas a memória visuo-espacial66–70.Os 

déficits na memória visuo-espacial podem ser observados em individuos com 

diagnóstico de doenças neurogenerativas como a DA. 

 

1.1.4 Neurodegeneração  

 

A neurodegeneração caracteriza-se pela perda crônica progressiva da 

estrutura e funções dos materiais neuronais, resultando em deficiências funcionais41. 

Pode acometer desde neurônios, sinapses até ocasionar morte neuronal. As 

interações imunes no processo neurodegenerativo podem ocorrer no interior dos 

neurônios, no tecido encefálico ou no ambiente sistêmico através de citocinas, 

neurotransmissores, interações célula-célula e nervos periféricos. Alterações em 

qualquer um desses níveis de organização podem modular processos 

neurodegenerativos no SNC60. As doenças neurodegenerativas são caracterizadas 

por uma morte neuronal prematura em regiões focais do cérebro. São condições 

debilitantes que afetam pessoas de todas as idades, caracterizada por uma 

degeneração progressiva das células neuronais e resultando no comprometimento 

das funções superiores11.  
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Dentro dos processos degenerativos, a demência se caracteriza por um 

declínio de memória associado ao déficit de pelo menos uma outra função cognitiva 

(linguagem, percepções ou funções executivas) com intensidade suficiente para 

interferir no desempenho social ou profissional do indivíduo. Este declínio não pode 

ser relacionado ao processo de envelhecimento normal 11,71 . Dentre os tipos de 

demência, a principal é a DA, sendo essa uma doença neurodegenerativa 

progressiva15 que se caracteriza por uma deterioração global, progressiva e 

irreversível de diversas funções cognitivas (memória, atenção, concentração, 

linguagem, pensamento, entre outras) e associada a déficits na organização espacial, 

no comportamento e na personalidade72. Um dos primeiros sintomas consiste na 

perda da memória episódica para eventos recentes, no entanto, o déficit na memória 

evolui e progride, comprometendo também a memória semântica e de trabalho.  

Na DA, as lesões características podem levar a uma degeneração difusa das 

sinapses no hipocampo, no córtex cerebral e em algumas estruturas subcorticais, que 

ultrapassa o mínimo necessário para a função mnemônica11. A maioria dos casos 

começa a se manifestar por volta de 65 anos, no entanto, podem, em alguns casos, 

se manifestar de maneira precoce, por volta dos 50 anos de idade15. 

O diagnóstico da DA definitivo é apenas obtido após a análise histopatológica 

de materiais decorrentes da autópsia. A análise revela perda neuronal no córtex 

cerebral e degenerações sinápticas intensas, tanto no hipocampo quanto em nível 

neocortical.  Também é possível identificar depósitos extracelulares do peptídeos -

amielóide, placas senis e emaranhados neurofibrilares de proteína Tau 

hiperfosforilada. Os emaranhados neurofibrilares e as placas senis podem estar 

presentes nos cérebros normalmente senis mas em menor quantidade e com 

distribuição menos extensa 73.  

No processo fisiopatológico da DA, à medida que as células cerebrais vão 

sofrendo uma redução de tamanho e número, há formação no seu interior de 

filamentos neurofibrilares, criando placas senis no espaço extracelular. Esta situação 

dificulta a sinapse entre as células e facilita os processos de apoptose. Além disso, 

alguns indícios neuropatológicos, dentre eles a perda neuronal, o acúmulo de 

emaranhados neurofibrilares correspondentes aos depósitos intracelulares da 

proteína Tau hiperfosforilada e o processamento anormal da proteína precursora de 

β-amiloide (APP), levam ao depósito do peptídeo -amiloide (Αβ) e, portanto, à 
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formação das placas senis. Tanto o Αβ quanto a proteína Tau estão envolvidas nos 

déficits das funções cognitivas como memória e aprendizagem 11,15. 

A APP representa uma das proteínas mais abundantes no SNC15. Ela sofre 

uma clivagem após sua síntese, dando origem ao fragmento denominado proteína β-

amiloide, composto de 42 aminoácidos74. Esse fragmento é mais amiloigênico do que 

a proteína original pois tem a propriedade de agregação protéica na parte extracelular 

dos neurônios. Portanto uma vez que se encontre em quantidade maior que a normal, 

o acúmulo resultará na formação de fibras amiloides gerando placas senis15. O 

acúmulo de Aβ desencadeia eventos neurotóxicos, disfunção mitocondrial, estresse 

oxidativo, resposta neuroinflamatória anormal, diminuição da neuroplasticidade e 

neogênese e hiperfosforização da proteína Tau15,72. Estes eventos acabam ampliando 

a neurotoxidade da A, culminando na morte neuronal 15 . 

A proteína Tau faz parte da família das proteínas associadas aos microtúbulos 

(MAP). Encontrada na maioria dos tecidos, é expressa no SNC e periférico15. A 

principal função das MAPs é estabilizar os microtúbulos pela agregação da tubulina75. 

Nas doenças degenerativos, a proteína Tau apresentam-se na forma de filamentos 

anormais insolúveis e hiperfosforilados. Ao estar anormalmente fosforilada, é menos 

capaz de polimerizar a tubulina e provocar uma ruptura do citoesqueleto celular e por 

consequência, morte neuronal 76.  Todos as alterações na proteína Tau modificam o 

transporte axonal, que é vital e necessário para a manutenção da homeostase 

neuronal. A hiperfosforilação da Tau propicia a formação de agregados, bloqueando 

a ligação intracelular de proteínas neurotróficas assim como outras proteínas 

funcionais, resultando em perda ou declínio do transporte axonal nos neurônios. Essa 

interrupção do transporte dos potenciais de ação pelos axônios afetados causam 

disfunção e morte celular 11. 

 Algumas proteínas-cinases e fosfatases estão envolvidas na regulação da 

fosforilação da Tau, dentre estas, a enzima GSK-3β sendo a mais importante tau-

cinase nos neurônios15. Tais enzimas são capazes de fosforilar a Tau in vitro e foram 

detectados nos estratos celulares de tecido cerebral de indivíduos com DA. A GSK-3 

β exerce papel importante no metabolismo do glicogênio, na ativação de fatores de 

transcrição e é uma enzima chave na regulação do metabolismo celular, incluindo a 

fosforilação da proteína Tau15. A GSK-3β desempenha papel importante na 

fisiopatologia da DA77 sendo encontrada em níveis aumentados no hipocampo 16,78. A 

desregulação do metabolismo da GSK-3β pode levar a um aumento da atividade 
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dessa proteína, o que pode ser um evento patológico no início da DA, provocando 

eventos que culminam na produção aumentada do Aβ e na fosforilização da Tau 79. 

Além disso, a GSK-3β está envolvida nos déficits de aprendizagem e memória, nas 

respostas inflamatórias e no processo de neurodegeneração 77. A GSK-3β  também é 

um mediador chave da apoptose 80 e, portanto, pode contribuir diretamente para a 

perda neuronal na DA.    

As proteínas Aβ, Tau e GSK-3β estão envolvidas no processo de 

neurodegeneração na DA, no entanto, o processo fisiopatológico é complexo e 

necessita ser ainda mais estudado. Os processos presentes na DA não são de causa 

única, embora a morte neuronal seja uma característica essencial, os mecanismos 

envolvidos ainda permanecem em observação. É importante pensar que além na 

morte neuronal, a atividade de respostas a proteínas tóxicas podem ser uma 

possibilidade promissora72. Neste contexto, existem evidências de que a 

neuroinflamação possa estar envolvida na patogênese da DA 81. Este aspecto é 

demonstrado em alguns estudos onde o dano neuronal associado a DA pode ser 

resultado do processo de inflamação em áreas do SNC. Pesquisas mostram que em 

cérebros de indivíduos com diagnóstico de DA, houve um aumento nos níveis de 

mediadores inflamatórios 65,81.  

Estudos demonstraram que crianças que desenvolveram infecções sistêmicas 

recorrentes apresentaram déficits cognitivos durante a infância e a vida adulta82. Há 

evidências que sugerem uma possível relação entre a sepse e a patogênese da DA, 

visto que a sepse está associada ao estresse oxidativo, ao aumento dos níveis de 

citocinas inflamatórias e ao óxido nítrico, podendo causar disfunção neuronal e 

neurodegeneração83,84. Em um estudo utilizando modelo animal, observou-se que um 

grupo de animais expostos a endotoxemia por LPS, apresentaram consequências a 

longo prazo, como déficit de memória, déficits comportamentais e perda neuronal em 

regiões do hipocampo. Também encontrou-se um número reduzido de células no 

córtex pré-frontal, o que pode ocasionar desorientação e maior dificuldade na 

execução de tarefas mais complexas85. 

O estudo de Semmler e colaboradores (2007), reforça que a endotoxemia pode 

levar a perdas substanciais de neurônios e inervação colinérgica em diferentes 

regiões do cérebro até 90 dias após a exposição endotoxêmica, o que poderia justificar 

os déficits nas funções cognitivas e comportamentais 85. Animais submetidos a 

endotoxemia no período neonatal apresentaram comprometimento da memória de 
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habituação, aversiva e de reconhecimento de objetos quando adultos, demonstrando 

que o processo neuroinflamatório no período de desenvolvimento pode ter 

consequências a longo prazo 7. Apesar da existência de evidências de que as doenças 

infecciosas sistêmicas podem fazer parte do processo de neurogeneração, estas 

ainda são inconclusivas, no entanto, há fortes evidências que apontam a necessidade 

de buscar maiores investigações 86. 

 

1.1.5 Modelo animal de ativação imune neonatal 
 

O LPS é uma endotoxina bacterina que induz efeitos inflamatórios e pró-

coagulantes. É um componente da membrana plasmática de bactérias gram-negativa 

e reconhecido como principal fator responsável por manifestações tóxinas de 

infecções gram-negativas severas e inflamação generalizada87,88. 

A ativação imune neonatal, em animais é provocada pela exposição 

endotoxêmica ao LPS. O LPS é reconhecido pelo sistema imune como um agente 

patogênico associado aos PAMPs. Ele também se liga ao TLR-4 em monócitos e 

macrófagos, constituindo com esta ligação uma cascata de eventos que conduz a 

inflamação29. A ligação entre o TLR-4 e o LPS resulta no aumento da produção de 

citocinas pró-inflamatórias, translocação do fator nuclear NF-κB89 e posteriormente a 

transcrição de genes que codificam mediadores inflamatórios, tais como TNF-a, IL-

1 b, IL-6 e lL-8 29,30. 

Uma vez que o LPS entra em contato com o organismo, seja a partir de uma 

bactéria gram-negativa ou pela administração direta, inicia-se uma série de respostas 

no organismo, atuando em células como monócitos, neutrófilos, plaquetas sanguíneas 

e células endoteliais 90. No SNC, o LPS desencadeia um conjunto de modificações 

microgliais culminando no aumento da produção de mediadores pró-inflamatórios para 

induzir um estado neuroinflamatório 29.   

Estudos em modelos animais, em sua maioria, são realizados por indução LPS 

em camundongos por demonstrarem uma resposta exacerbada as citocinas pró-

inflamatorias no SNC e apresentarem prejuízos comportamentais e disfunções 

cognitivas semelhantes a sepse.  A indução de endotoxemia por LPS nas primeiras 

semanas de vida reproduz algumas das complicações observadas em neonatos com 

sepse neonatal 91.  
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2. OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 
 

Avaliar a memória espacial e a expressão das proteínas Tau e GSK-3β em tecido 

encefálico de animais com 60, 120 e 180 dias de vida após ativação imune neonatal.  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

Verificar a memória espacial em animais com 60, 120 e 180 dias de vida após ativação 

imune no período neonatal 

 

Quantificar a expressão das proteínas Tau e GSK-3β em hipocampo e córtex de 

animais com 60, 120 e 180 dias de vida após ativação imune no período neonatal 
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3. MÉTODOS 

 

3.1 TIPO DE ESTUDO 

 

Esta pesquisa é do tipo experimental pré-clínica. Foi realizada no Laboratório 

de Neurociências Experimental (LANEX) e no Laboratório de Bioquímica e Biologia 

Molecular da Universidade do Sul de Santa Catarina (UNISUL), campus Pedra 

Branca. 

 

3.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS 

 

Para a realização deste estudo foram utilizados os seguintes materiais e 

equipamentos: LPS (026:B6L; E. Coli – Sigma Aldrich; Brasil); tampão fosfato salina 

(PBS - Laborclin, Brasil); labirinto aquático de Morris adaptado para camundongos 

(tanque circular com 134 cm de diâmetro e 40 cm de altura, plataforma quadrada de 

acrílico com dimensões de 15 x 15 cm de largura e 28,5 cm de altura), gel de 

poliacrilamina (SDS-PAGE 12 %); membrana PVDF em sistema semi-seco (Biorad); 

anticorpo primário policlonal de coelho, anti-beta-actina, anti-rabbit e anti-mouse 

infravermelho (Uniscience; São Paulo, Brasil); fotodocumentador (odyssey LI-COR 

Biosciences, Brasil); pentobarbital (thiopentax – tiopental sódico; Cristália, Brasil); 

tampão de lise RIPA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA); deoxicolato de sódio, 

fluoreto de fenil-metano-sulfonil (PMSF) e coquetel de inibidores de proteases (Sigma-

Aldrich Co. LLC, St. Louis, MO, EUA); gel para membrana de PVDF (Bio-Rad 

Laboratories Inc., Hercules, CA, EUA); GSK-3β (Cell Signaling Technology, Beverly, 

MA, EUA); Tau (Cell Signaling Technology, Beverly, MA, EUA); β-actina-HRP (Sigma-

Aldrich Co., St. Louis, MO, EUA); anticorpo secundário conjugado com peroxidase 

(cabra anti-coelho-HRP ou cabra anti-camundongo-HRP; Cell Signaling Technology, 

Danvers, MA, EUA); kit de quimiluminescência (ECL; Thermo Scientific, Rockford, IL, 

EUA); programa Image Lab (versão 4.1; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA).  

 

3.3 ANIMAIS 

 

 Foram utilizados 12 (doze) camundongos adultos C57BL/6 sendo 6 machos e 

6 fêmeas, pesando entre 18 e 22g, totalizando 6 casais provindos da Universidade 
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Federal de Santa Catarina (UFSC). Os animais foram acasalados (um macho para 

uma fêmea) e a prole utilizada para este estudo. Os animais foram mantidos em caixas 

de polipropileno, ciclo de claro e escuro de 12 horas (06:00 às 18:00) e comida e 

água livres. O ambiente foi mantido a temperatura de 23 + 1ºC. Os animais foram 

acondicionados no Biotério Experimental do Laboratório de Neurociência 

Experimental (LANEX) localizado no campus Pedra Branca, no Bloco I2.  

O número de animais por grupo foi calculado em n=8. A fórmula empregada 

para o cálculo foi a equação n/grupo=2[(Zα/2 +Zβ) X d/∆]2, para comparação de duas 

médias, considerando-se o poder de teste de 80%, o nível de significância de 5%, o 

desvio padrão de 12,5% a partir de registros de estudos anteriores e o valor da 

diferença a ser detectada igual a 18%. Entende-se, portanto, que o número de pelo 

menos 8 animais foi utilizado em cada grupo experimental para garantir que as 

conclusões dos experimentos sejam válidas, dentro de um risco aceitável de não estar 

observando diferenças onde elas existam tampouco estar observando diferenças 

onde elas não existam. 

 

3.4 DELINEAMENTO DO ESTUDO  

 

Ao completarem dois dias de vida, a prole foi retirada da caixa para a exposição 

à endotoxemia (ou PBS). A endotoxemia foi induzida com uma única administração 

subcutânea de 25 µg/kg de LPS. O LPS foi preparado com o auxílio de PBS para 

diluição. Os animais controles receberam apenas PBS no mesmo volume 

administrado no LPS 70. A mortalidade foi avaliada durante todo o experimento. 

A literatura relata que este modelo experimental é o que mais se assemelha a sepse 

neonatal, pois há mortalidade de 60% nos primeiros dias de vida 92. Para o estudo, 

foram utilizados um total de 62 animais, sendo 24 submetidos a injeção de PBS e 38 

(24 + 60%) expostos ao LPS. Logo em seguida, retornam as suas caixas até 

completarem 21 dias de vida, quando foram separados por sexo e alocados em caixas 

próprias, estas contendo 5 animais cada. Neste momento, os animais foram divididos 

seis grupos experimentais: PBS 60 dias, PBS 120 dias, PBS 180 dias, LPS 60 dias, 

LPS 120 dias e LPS 180 dias.  

 Ao completarem 60 (grupos PBS 60 dias e LPS 60 dias), 120 (grupos PBS 120 

dias e LPS 120 dias) e 180 (grupos PBS 180 dias e LPS 180 dias) dias de vida, a 

memória visuo-espacial foi avaliada através do teste do Labirinto Aquático de Morris. 
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Após o teste, os animais foram submetidos à Morte Indolor Assistida (MIA), recebendo 

injeção de uma dose excessiva de pentobarbital de 80 mg/kg via intraperitoneal de 

acordo com a resolução 1000, de 12/05/2012 – conselho Federal de Medicina 

Veterinária (CFMV), sob a supervisão de médico veterinário responsável. As 

estruturas hipocampo e córtex foram dissecados, processados e armazenados em 

freezer -80ºC para avaliação da expressão das proteínas Tau e GSK-3β através da 

técnica Western Blot. 

 

Figura 1: Delineamento do estudo 

 

 

 

3.5 ENSAIOS/ TESTES/ TÉCNICAS 

 

3.5.1 Labirinto aquático de Morris 

 

O Labirinto aquático de Morris tem como objetivo avaliar o aprendizado e a 

capacidade de aquisição de memória espacial, utilizando dicas ambientais. O animal 

deve aprender a usar as dicas fixadas na parede na sala para navegar até a 

plataforma submersa. Durante os treinos mede-se a latência por segundos para 

encontrar a plataforma submersa. O tempo que o animal tem para encontrar a 

plataforma, cada vez que é colocado na água, é de 60 segundos. Se o animal não 

encontrar a plataforma, ele é gentilmente conduzido até ela pelo experimentador e 

uma vez na plataforma, ele permanece um período sobre ela (10 segundos). Os 

treinos acontecem nos dois dias que antecedem o teste, consistindo em seis baterias. 

No momento do teste, a plataforma é removida e o animal é colocado na piscina 

apenas uma vez, onde, durante um período determinada, ficará livre para nadar. No 

teste, avaliou-se o tempo gasto no quadrante em que a plataforma se encontrava.  

 Para realização deste teste, foi utilizado um tanque circular localizado no 

centro de uma sala de 12 m2 com uma janela superior no ponto sul, sendo os treinos 
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e os testes realizados a partir das 9 horas da manhã. Para a realização dos treinos, 

foi adicionado no tanque água até que o nível desta ultrapassasse 2 cm a altura da 

plataforma. Em seguida, a água foi deixada opaca com acréscimo de amido de milho, 

assim, dificultando a visibilidade da plataforma. A aquisição da memória visuo-

espacial foi avaliada após o término do teste através de filmagens e analisados pelo 

sistema Any-Maze ® 93. 

 

3.5.2 Imunoeletroforese – Western Blot 

 

3.5.2.1 Preparação das amostras 

 

Amostras de hipocampo e de cortex total foram obtidas e armazenadas a -80 

°C até sua utilização. As amostras foram homogeneizadas manualmente (com auxílio 

de micropistilos) em tampão de lise RIPA [composto por Nonidet P-40 1%, deoxicolato 

de sódio 0,5%, SDS 0,1% e PBS], acrescido de ortovanadato de sódio 100 mM, 

fluoreto de fenil-metano-sulfonil (PMSF) 100 mM e coquetel de inibidores de proteases 

1% e em seguida, incubados em gelo por 30 minutos. Os homogenatos foram 

centrifugados a 10.000 g por 20 minutos a 4 °C, o sobrenadante (correspondente ao 

extrato total) foi coletado, sendo uma alíquota separada para a dosagem de proteína 

em cada amostra, a qual foi determinada através do método de Bradford. Ao restante 

do sobrenadante, foi adicionado o tampão de amostra (glicerol 20%, mercaptoetanol 

14,4 mM, azul de bromofenol 0,1%, Tris/HCl 0,2 M e SDS 10%) na proporção de 1:6. 

As amostras foram fervidas (95 °C; 5 min) e permaneceram armazenadas a -80 °C 

até o momento da eletroforese.   

 

3.5.2.2 Separação de proteínas e imunodetecção 

 

Para a realização dos ensaios de imunodetecção, todas as amostras foram 

mantidas em gelo até o completo descongelamento. Após, quantidades iguais de 

proteínas para cada amostra (30 μg) foram separadas por eletroforese em gel de 

poliacrilamida e SDS (10%). A etapa de transferência das proteínas contidas no gel 

para uma membrana de PVDF foi realizada sob as seguintes condições: 90 V e 30 

mA por 1 h e 30 min. Em seguida, as membranas foram coradas (vermelho de 

Ponceau 0,2%, ácido tricloroacético 3%) para visualização das proteínas. Após 
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lavagens em TBS-T (NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, KH2PO4 1,5 mM, Na2HPO4 20 mM, 

Tween-20 0,05%), para a retirada do excesso do corante, as membranas foram 

imersas em solução de TBS-T contendo BSA 5%, por 1 h a temperatura ambiente, 

com o objetivo de bloquear as reações inespecíficas. Na sequência, as membranas 

foram incubadas durante 14-16 h (2-8 °C), sob agitação, com os anticorpos primários, 

diluídos em TBS-T contendo BSA 1%, contra as proteínas de interesse: GSK-3β 

(1:1000) TAU (1:1000) e β-actina-HRP (1:45000). Ao término do período de 

incubação, as membranas foram lavadas durante 30 minutos com TBS-T, e em 

seguida, incubadas com o anticorpo secundário conjugado com peroxidase (1:10000, 

cabra anti-coelho-HRP ou cabra anti-camundongo-HRP) (exceto para anti-β-actina-

HRP) por 1 h em temperatura ambiente. Após esse período, uma nova lavagem de 30 

minutos com TBS-T foi então realizada seguida pela exposição das membranas 

durante 1 minuto ao kit de quimiluminescência e revelação através de um 

fotodocumentador. As análises quantitativas das bandas foram realizadas por 

densitometria com o auxílio do programa Image Lab. Os valores foram normalizados 

utilizando os valores obtidos para a β-actina, e expressos graficamente como 

unidades arbitrárias. 

 

3.6 VARIÁVIES DE ESTUDO  

 

Quadro 01 – Variáveis de estudo 

 

Variável  Tipo   Natureza  Proposta de Utilização  

Exposição ao  
LPS  

Independente  Qualitativas 
Nominal  
Dicotômica 

Sim ou não   

Idade do animal  Independente Qualitativas 
Nominal  
Policotômica 

Dias  

Memória visuo-
espacial  

Dependente  
 

Quantitativa  
Continua  

Segundos  

Expressão da 
proteína GSK-3-
β 

Dependente 
 

Quantitativa 
Continua 

Unidades arbitrárias 

Expressão da 
proteína TAU 

Dependente  
  

Quantitativa 
Continua  

Unidades arbitrárias 
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3.7 PROCEDIMENTO E ANÁLISE DE DADOS 

             

Após a coleta dos dados foi realizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk 

para caracterização dos dados. Os dados dos parâmetros avaliados foram 

considerados paramétricos e foram apresentados como a média ± desvio padrão da 

média. A análise estatística dos dados entre os grupos foi realizada por meio o teste t 

de student para a amostras independentes. A significância estatística foi considerada 

para valores de p<0,05. 

 

3.8 ASPECTOS ÉTICOS 

 

Este estudo foi submetido à avaliação da Comissão de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) da Universidade do Sul de Santa Catarina, seguindo os Princípios de 

Cuidados de Animais de Laboratório (do inglês Principles of Laboratory Animal Care, 

Instituto Nacional de Saúde dos EUA, NIH), assim como a Diretriz Brasileira para o 

Cuidado e a Utilização de Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Científica 

– DBCA (2016), do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

(CONCEA) e aprovado sob o nº. de protocolo 17.003.4.01. IV (Anexo 1). 
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4. RESULTADOS 

 

 

4.1 MEMÓRIA VISUO-ESPACIAL 

 

A figura 1 demonstra os resultados obtidos no teste do labirinto aquático de 

Morris. O tempo de permanência no quadrante onde estava localizada a plataforma 

foi avaliado na sessão de teste. 

 

 

Figura 1. Labirinto aquático de Morris. As figuras A, B e C demonstram os resultados referentes a 60, 

120 e 180 dias após a ativação imune neonatal, respectivamente. Os dados são expressos em média 

e desvio padrão. *p<0.05 vs. PBS. n= 7-8 

 

Foi observado que após 60 dias (figura 1A) da ativação imune neonatal, não foi 

encontrado diferença estatisticamente significativa entre os grupos avaliados 

(p=0.794). Entretanto, após 120 (figura 1B) e 180 (figura 1C), foi observado uma 

diminuição significativa no tempo de permanência no quadrante onde estava 

localizada a plataforma (p<0.0001 e p=0.0403, respectivamente). 

 

4.2 EXPRESSÃO DAS PROTEÍNA GSK-3β e TAU APÓS 60 DIAS DA ATIVAÇÃO 

IMUNE NEONATAL 

 

A Figura 2 demonstra os resultados da expressão das proteínas GSK-3β no 

hipocampo (Figura 2A) e no córtex (Figura 2B) e Tau no hipocampo (Figura 2C) e 

córtex (Figura 2D) em animais que receberam LPS ou PBS aos 2 dias de vida e 

avaliados quando completaram 60 dias de vida. 

 



32 

 

2A                                                                2B 

 

2C                                                               2D 

 

Figura 2. Expressão da proteína GSK-3β no hipocampo (Figura 2A) e no córtex (Figura 2B) e da 

proteína Tau no hipocampo (Figura 2C) e córtex (Figura 2D) de animais 60 dias após a ativação imune 

neonatal. Os dados são expressos em média e desvio padrão. *p<0.05 vs. PBS. n= 7-8 

 

Foi observado que após 60 dias da ativação imune neonatal houve um aumento 

significativo da expressão da proteína GSK-3β no hipocampo de animais que 

receberam LPS quando comparados aos animais que receberam PBS (p<0.0001; 

Figura 2A). Entretanto, não houveram alterações estatisticamente significativas nas 

avaliações das expressões da proteína GSK-3β no córtex (Figura 2B) e da proteína 

Tau em hipocampo (Figura 2C) e em córtex (Figura 3D) (p>0.05) após 60 dias da 

ativação imune neonatal. 
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4.3 EXPRESSÃO DAS PROTEÍNA GSK-3β e TAU APÓS 120 DIAS DA ATIVAÇÃO 

IMUNE NEONATAL  

 

A Figura 3 expressa os resultados da expressão das proteínas GSK-3β no 

hipocampo (Figura 3A) e no córtex (Figura 3B) e Tau no hipocampo (Figura 3C) e 

córtex (Figura 3D) em animais que receberam LPS ou PBS aos 2 dias de vida e 

avaliados quando completaram 120 dias de vida. 

 

3A                                                             3B 

 

3C                                                            3D 

 

Figura 3. Expressão da proteína GSK-3β no hipocampo (Figura 3A) e no córtex (Figura 3B) e da 

proteína Tau no hipocampo (Figura 3C) e córtex (Figura 3D) de animais 120 dias após a ativação imune 

neonatal. Os dados são expressos em média e desvio padrão. *p<0.05 vs. PBS. n=7-8 

 

Foi possível observar que houve um aumento estatisticamente significativo na 

expressão da proteína GSK-3β no hipocampo (Figura 3A; p=0.0150) e no córtex 

(Figura 3B; p=0.0396) quando comparado ao grupo de animais que receberam PBS. 

Também houve um aumento significativo na expressão da proteína Tau no hipocampo 
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(Figura 3C; p=0.0127) e no córtex (Figura 3D; p=0.0004) em comparação ao grupo 

que recebeu PBS aos 2 dias de vida. 

 

4.4 EXPRESSÃO DAS PROTEÍNA GSK-3β e TAU APÓS 180 DIAS DA ATIVAÇÃO 

IMUNE NEONATAL  

 

A Figura 4 expressa os resultados da expressão das proteínas GSK-3β no 

hipocampo (Figura 4A) e no córtex (Figura 4B) e Tau no hipocampo (Figura 4C) e 

córtex (Figura 4D) em animais expostos ao LPS ou PBS aos 2 dias e avaliados quando 

completaram 180 dias de vida. 

 

4 A                                                                     4B 

        

4C                                                                     4 D 

            

Figura 4. Expressão da proteína GSK-3β no hipocampo (Figura 4A) e no córtex (Figura 4B) e da 

proteína Tau no hipocampo (Figura 4C) e córtex (Figura 4D) de animais 180 dias após a ativação imune 

neonatal. Os dados são expressos em média e desvio padrão. *p<0.05 vs. PBS. n= 7-8 
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Foi possível observar que houve um aumento estatisticamente significativo na 

expressão da proteína GSK-3β em hipocampo (Figura 4A; p=0,040) e em córtex 

(Figura 4B; p=0,0066) dos animais expostos ao LPS quando comparado ao grupo de 

animais que receberam PBS. Quanto a proteína Tau, houve um aumento significativo 

na expressão em hipocampo (Figura 4C; p=0,0171). No entanto, no córtex (Figura 

4D), não houve diferença significativa entre os grupos (p= 0,0680). 
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5. DISCUSSÃO 
 

 

Os resultados deste estudo demonstram que os animais expostos ao LPS no 

período neonatal e avaliados com 120 e 180 dias de vida apresentaram alteração na 

memória visuo-espacial. No que se refere a expressão proteica, houve um aumento 

da expressão de GSK-3β no hipocampo quando os animais completaram 60 dias de 

vida. Nos animais com 120 dias de vida, houve um aumento da expressão de GSK-

3β e da Tau em hipocampo e córtex. Já nos animais com 180 dias, houve um aumento 

significativo na expressão da proteína GSK-3β em hipocampo e córtex e da proteína 

Tau apenas em hipocampo. 

As infecções causadas por bactérias gram-negativas são de alta prevalência 

durante os períodos pré-natal e neonatal. O LPS é o principal constituinte virulento da 

membrana externa das bactérias gram-negativas e, a exposição no período neonatal 

mimetiza, em parte, as alterações fisiológicas e comportamentais desencadeadas por 

uma infecção bacteriana gram-negativa 94. Embora a entrada de LPS no encéfalo após 

a administração sistêmica seja em quantidades pequenas, o aumento da expressão 

de mediadores pró-inflamatórios é capaz de aumentar a permeabilidade da BHE, 

alterar a microvasculatura endotelial e desencadear uma ativação microglial. Uma vez 

ativada, a microglia inicia um processo de neuroinflamação sustentada pela liberação 

de citocinas pró-inflamatórias diretamente no tecido encefálico, intensificando os 

danos a células neuronais e gliais 95–98.  

A microglia no período neonatal é responsável por um processo conhecido 

como poda sináptica, influenciando diretamente a sinaptogênese. Disfunções 

microgliais nos primeiros dias pós-natais estão associadas a hipoplasia cerebelar, 

perda e retração neuronal, atraso no processo de mielinização associado a alterações 

na proliferação e diferenciação das células progenitoras, aumento da expressão dos 

receptores TLR-4 e da mieloperoxidase de matriz 9 (MMP-9) e astrogliose em tecido 

encefálico poucos dias após a exposição ao LPS em um modelo animal99. 

Recentemente, foi demonstrado que animais que receberam uma única injeção de 

LPS sistêmico no sétimo dia pós-natal, apresentaram um aumento de células 

apoptóticas em após 24 horas e um aumento dos níveis de IL-6, IL-1β e TNF-α entre 

6 e 48h em tecido encefálico. A ativação microglial foi observada após 48 horas da 

exposição ao LPS. Neste mesmo estudo, os autores mostraram que estas alterações 
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persistiram até 7 dias após a endotoxemia 9, reportaram que a ativação imune 

sistêmica por LPS no terceiro e no quinto dia pós-natal aumentou os níveis de TNF-α 

e IL-1β em hipocampo de animais avaliados quando adultos. 

A longo prazo, observou-se alterações cognitivas, principalmente no 

comportamento social e nos processos de aprendizado e memória quando os animais 

eram expostos ao LPS no período neonatal 100,101. Um estudo realizado por Comim e 

colaboradores (2016) demonstrou que os animais expostos ao LPS no período 

neonatal apresentaram alterações na memória de habituação, de aversão e de 

reconhecimento de objetivos quando adultos (60 dias) 7. As alterações observadas a 

longo prazo no desenvolvimento encefálico após a ativação imune neonatal induzida 

por LPS resultam do fato de que a migração neuronal, a gliogênese e a mielinogênese 

ocorrerem em uma idade gestacional tardia e predominam nas primeiras duas 

semanas de vida pós-natal 99. Além disso, foi demonstrado que uma única injeção 

sistêmica de LPS no décimo quarto dia pós-natal alterou o comportamento social 

quando os animais completaram 21 dias de vida 102. 

Além das consequências comportamentais descritas acima, a exposição pré- e 

pós-natal ao LPS em roedores incluem ainda comportamentos semelhantes ao 

autismo induzidos pela exposição pré-natal no nono dia embrionário 103  alterações 

semelhantes à esquizofrenia induzidas pela exposição LPS no décimo quinto dia 

embrionário104 e comportamentos semelhantes a ansiedade induzidos pela exposição 

LPS no terceiro e quinto dia pós-natal 8. Entretanto, sobre as consequências a longo 

prazo relacionadas a neurodegeneração, há poucos relatos na literatura. Um estudo 

clínico realizado por Stoll e colaboradores (2004), observou a associação entre a 

sepse neonatal e déficits cognitivos. As crianças foram avaliadas entre 18 e 22 meses 

de idade e aquelas que apresentaram sepse neonatal, já apresentaram 

comprometimento cognitivo.  

No presente estudo, foi possível observar que a endotoxemia no período 

neonatal alterou a memória visuo-espacial somente quando os animais completaram 

120 e 180 dias de vida. Após 60 dias, quando os camundongos são considerados 

adultos jovens, não houve alteração da memória visuo-espacial. Esta memória 

consiste na capacidade de codificar, armazenar e recuperar informações sobre 

localizações espaciais. O hipocampo e o córtex são áreas envolvidas na formação e 

armazenamento da memória visuo-espacial. Déficits na memória visuo-espacial são 
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comumente observados em sujeitos com diagnóstico de doenças 

neurodegenerativas, como a DA.  

A DA é caracterizada por uma perda progressiva das habilidades visuo-

espaciais associado a um acúmulo de placas senis, emaranhados neurofibrilares e a 

uma perda neuronal principalmente em hipocampo e córtex temporal 12,13. Além das 

alterações descritas acima, outra característica importante no processo degenerativo 

da DA é o aumento da expressão das proteínas GSK-3β e Tau em tecido cerebral. 

Estudos demonstram que alterações na proteína GSK-3β estão associados também 

a um aumento da produção e depósito da proteína Aβ. Neste estudo, foi observado, 

após a ativação imune neonatal, um aumento da expressão da proteína GSK-3β em 

hipocampo de animais com 60, 120 e 180 dias de vida. Em córtex, a expressão de 

GSK-3β aumentou somente em animais com 120 e 180 dias de vida. A alteração da 

memória visuo-espacial também foi observada somente em animais com 120 e 180 

dias de vida. Neste contexto, uma importante revisão de literatura concluiu que o 

potencial de longa duração (LTP), essencial nos processos de aprendizado e 

memória, é influenciada pelo aumento da expressão de GSK-3β 78. Estudos mostram 

um aumento da expressão de GSK-3β no hipocampo 16e no córtex-frontal 14 de 

indivíduos com diagnóstico de DA. 

Uma das funções da proteína GSK-3β é regular a fosforilação da proteína Tau. 

A Tau hiperfosforilada foi encontrada principalmente em hipocampo e zonas do lobo 

temporal durante o processo fisiopatológico da DA. O aumento da expressão de GSK-

3β, Tau e outros substratos podem estar envolvidos nos sintomas da DA, inclusive 

nos déficits cognitivos 105. Alterações das proteínas GSK-3β e Tau estão relacionados 

ao transporte axonal, levando ao comprometimento da memória e do aprendizado, 

como resultado da disfunção sináptica 78,80,105. Camundongos transgênicos para a 

GSK-3β apresentaram uma hiperfosforilação da proteína Tau e exibiram uma 

deficiência no reconhecimento visuo-espacial no teste do labirinto aquático de Morris 

106. Estudos in vitro e em modelos animais indicam que agentes patogênicos induzem 

a formação de Aβ, placas amiloides e ocasionam a hiperfosforilação da TAU 107–110. 

Neste contexto, outro importante achado deste estudo foi o aumento da 

expressão da proteína Tau em hipocampo de camundongos com 120 e 180 dias de 

vida e em córtex somente em camundongos com 120 dias. Nas doenças 

neurodegenerativas, a proteína Tau apresenta-se na forma de filamentos anormais, 

insolúveis e hiperfosforilados. Ao estar anormalmente fosforilada é menos capaz de 
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polimerizar a tubulina e acaba por provocar uma ruptura do citoesqueleto celular, por 

consequência, a morte neuronal. Os emaranhados de degeneração neurofibrilares 

tendem a ser mais abundantes nas áreas onde a destruição neuronal é mais intensa, 

como na região do hipocampo e nas zonas do lóbulo temporal 75,76 . A hiperfosforilação 

da proteína Tau é uma característica da patogênese da DA. Uma recente revisão de 

literatura mostrou que os emaranhados neurofibrilares contendo Tau altamente 

fosforilada se formam em paralelo com a manifestação das alterações cognitivas na 

DA. Entretanto, estes emaranhados não poderiam ser a única causa do 

comprometimento da memória e do processo neurodegenerativo 111. Utilizando 

animais transgênicos, Tracy e colaboradores (2016) mostraram que o aumento da 

expressão da Tau inibe a plasticidade sináptica subjacente as deficiências na memória 

dependente do hipocampo, como a memória visuo-espacial.  

Neste sentido, após a explanação acima, o aumento da expressão das 

proteínas GSK-3β e Tau em regiões altamente envolvidas no aprendizado e na 

memória poderiam estar associadas ao comprometimento das habilidades visuo-

espaciais. Um achado consistente observado neste estudo foi que, nos animais com 

60 dias, foi observado um aumento da expressão de GSK-3β no hipocampo. 

Entretanto, estes animais não demonstraram alteração na memória visuo-espacial. A 

alteração na memória visuo-espacial apenas foi demonstrada nos animais com 120 

dias, ou seja, quando houve um aumento da expressão das proteínas GSK-3β e Tau, 

conjuntamente, tanto em hipocampo quanto em córtex. Já em 180 dias de vida, os 

animais expostos ao LPS no período neonatal, ainda apresentaram alteração na 

memória visuo-espacial associada a um aumento da expressão de GSK-3β e Tau em 

hipocampo e apenas de GSK-3β em córtex.  

A hipótese inicial deste estudo é de que a ativação imune neonatal poderia 

estar associada a alterações na memória visuo-espacial e a um aumento da 

expressão das proteínas GSK-3β e Tau a longo prazo em áreas que participam 

inicialmente dos processos fisiopatológicos envolvidos nos déficits cognitivos. 

Entretanto, optou-se por avaliar os animais a partir de 60 dias (adultos jovens), 120 

dias (adultos) e 180 dias (idosos jovens) de vida para observar se estes achados 

estavam presentes em tempos precoces àqueles observados em modelos animais de 

neurodegeneração pois a DA é a patologia neurodegenerativa mais frequente 

associada à idade.  
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A DA também é reconhecida como uma doença inflamatória crônica, onde a 

neuroinflamação no SNC é o fator central 112. As células da microglia ativadas foram 

encontradas em grande quantidade nos cérebros de indivíduos portadores da DA 17 . 

A maioria dos estudos mostram a DA sendo associada a um processo 

neuroinflamatório em resposta ao depósito de peptídeo A. Entretanto, poucos 

estudos mostram a neuroinflamação como um processo desencadeador da DA ou de 

alterações bioquímicas que podem estar associadas ao surgimento precoce de um 

processo neurodegenerativo associado a alterações comportamentais. Wang e 

colaboradores (2013) mostraram que a exposição neonatal ao LPS resultou em 

déficits cognitivos e redução no volume do hipocampo associados a respostas 

inflamatórias sustentadas no hipocampo em animais com 71 dias de vida 113. Também 

foram observados um aumento do número de microglias ativadas e um aumento dos 

níveis de IL-1β no hipocampo. Este estudo revelou que a exposição neonatal ao LPS 

e a neuroinflamação ocasionada causaram lesões persistentes no hipocampo e 

resultaram em um comprometimento da memória a longo prazo. 

A etiologia da DA não se baseia em mutações relacionadas com a produção 

de Aβ ou a hiperfoforilação da proteína tau, que atualmente são a base de modelos in 

vivo da DA. Recentemente, tem-se evidenciado que mecanismos como a 

neuroinflamação crônica podem ocorrer antes das alterações patologias clássicas 

citadas acima. Este mesmo autor relata que um modelo baseado na hipótese da 

neuroinflamação como fator etiológico na DA deve incluir um processo 

neuroinflamatório crônica primário, um comprometimento cognitivo e o envolvimento 

tardio da proteína Tau e do peptídeo Aβ. Estudos propõem a combinação entre a 

neuroinflamação crônica e o envelhecimento patológico. Esta junção poderia 

desempenhar um papel importante no mecanismo das doenças neurodegenerativas, 

incluindo a DA 114–116 . 

Recentemente, Gasparotto e colaboradores (2018) demonstraram que animais 

adultos submetidos a sepse por ligação e perfuração cecal (CLP) apresentaram um 

aumento da expressão do receptor para produtos finais de glicação avançada 

(RAGE), TLR-4, proteína glial fibrilar ácida (GFAP), óxido nítrico sintase neuronal e da 

expressão das proteínas Aβ e Tau em hipocampo e córtex após 1, 15 e 30 dias da 

indução 117. Em um segundo momento, os autores injetaram um anticorpo para RAGE 

diretamente no hipocampo após 15, 17 e 19 dias da indução e verificaram que houve 

uma diminuição da expressão de Tau e Aβ.  
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Neste contexto, acredita-se que os resultados deste estudo possam contribuir 

para fortalecer as evidências de que um processo de ativação imune neonatal 

sistêmica possa ocasionar uma alteração na memória visuo-espacial e aumentar a 

expressão das proteínas GSK-3β e Tau em hipocampo e córtex em períodos mais 

tardios. Após os achados descritos ao longo desta dissertação, acredita-se que a 

ativação imune neonatal sistêmica possa causar um processo de neuroinflamação e 

uma ativação microglial. Uma vez ativada, a microglia pode aumentar a liberação de 

citocinas pró-inflamatórias e agentes neurotóxicos que teriam a capacidade de alterar 

a neurogênese e a plasticidade sináptica durante o desenvolvimento encefálico. Além 

disso, a ativação microglial precoce e crônica poderia levar a um processo 

neuroinflamatório persistente. Estas alterações poderiam explicar, em parte, o 

aumento da expressão das proteínas GSK-3β e Tau além do comprometimento da 

memória visuo-espacial observados neste estudo. Entretanto, estudos adicionais 

devem ser realizados a fim de relacionar mais diretamente como um processo 

neuroinflamatório neonatal poderia modificar a funcionalidade destas proteínas bem 

como ocasionar as alterações cognitivas. 
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6. CONCLUSÃO 
 

 

 Conclui-se com o presente estudo que os animais expostos a endotoxemia no 

período neonatal, quando avaliados aos 60, 120 e 180 dias de vida, demonstrando, 

alteração ne memória visuo-espacial aos 120 e 180 dias. No que se refere a expressão 

proteica, houve um aumento da expressão de GSK-3 no hipocampo quando os 

animais completaram 60 dias de vida. Nos animais com 120 dias de vida, houve um 

aumento da expressão de GSK-3 e da Tau no hipocampo e córtex. Já nos animais 

com 180 dias, houve um aumento significativo na expressão da proteína GSK-3 no 

hipocampo e córtex e da proteína Tau apenas em hipocampo.  

 Os resultados encontrados poderão contribuir para fortalecer as evidências de 

que um processo de ativação imune neonatal sistêmica possa estar associado a um 

processo de neuroinflamação persistente e este, desencadear um evento 

neurodegenerativo ao longo do curso de vida. A neurodegeneração uma vez iniciada, 

poderá propciar alterações na memória visuo-espacial e aumentar a expressão das 

proteínas GSK-3 e Tau em hipocampo e córtex em períodos mais tardios.  

  

6.1 PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

Estudos adicionais devem ser realizados a fim de relacionar mais diretamente 

o processo neuroinflamatório neonatal e o processo de degeneração ao longo do 

curso de vida. Deve-se também elucidar o papel da proteína A nas estruturas 

analisadas para verificar se as alterações encontradas neste estudo possam interferir 

do depósito precoce de A.   
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