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RESUMO 
 

 

Introdução: A ativação imune é caracterizada por um processo inflamatório 

ocasionado infeccioso por agentes patogênicos e também, por endotoxinas como o 

lipopolisacarídeo (LPS). Embora, na infância o sistema imune inato ainda esteja em 

desenvolvimento, possui maior capacidade plástica, pois estímulos externos como 

patógenos, podem ser capazes de programar respostas imunes até a idade adulta. A 

investigação do mecanismo de tolerância, como uma consequência à exposição ao 

LPS em doses baixas no período neonatal, torna-se relevante, pois visa entender se 

esta primeira ativação imune pode ou não pré-dispor ao desenvolvimento de 

alterações tardias após uma segunda exposição a endotoxêmicos quando adulto. 

Objetivo: Avaliar as consequências da ativação imune sistêmica sobre o sistema 

nervoso central após tolerância imunológica no período neonatal. Métodos: Estudo 

pré-clínico do tipo experimental. Utilizou-se 156 camundongos C57BL/6 machos e 

fêmeas. Os animais foram acasalados sendo a prole utilizada para este estudo. Os 

dados coletados foram inseridos em um banco de dados, desenvolvido em meio 

eletrônico, no software IBM SPSS Statistics 24.0. A análise estatística dos dados 

paramétricos realizou-se por meio do teste de ANOVA com post-hoc Tukey, e a 

análise estatística dos dados não paramétricos realizou-se pelos testes de Kruskal-

Wallis. Resultados: Observou-se que os animais que receberam LPS na fase 

neonatal não apresentaram déficits de memória e níveis baixos de interleucina (IL)1β. 

No grupo que recebeu LPS na fase neonatal e adulta, houve aumento dos 

equivalentes malondialdeído (MDA) e carbonilação de proteínas de maneira 

equivalente ao grupo de animais não tratados. Conclusão: Verificou-se que os 

animais que foram submetidos a tolerância imunológica não apresentaram alteração 

na memória aversiva e de habituação bem como nos níveis de IL-1β e no dano 

oxidativo em tecido cerebral após receberam uma dose efetiva de LPS. 

 

Descritores: Tolerância imunológica. Sistema nervoso central. Sistema imunológico. 

  



 
 

ABSTRACT 

 

 

Introduction: Immune activation is characterized by an inflammatory process caused 

by infectious pathogens, as well endotoxins such as LPS.  Although, in childhood, the 

innate immune system is still developing, it has greater plastic capacity, because 

external stimuli such as pathogens, may be able to program immune responses until 

adulthood.  The investigation of the tolerance mechanism, as a consequence of 

exposure to LPS in low doses in the neonatal period, becomes relevant, as it aims to 

understand whether or not this first immune activation may predispose to the 

development of late changes after a second exposure to  endotoxemic as an 

adult.  Objective: Evaluate the consequences of systemic immune activation on the 

central nervous system after immunological tolerance in the neonatal 

period.  Methods: Pre-clinical study of the experimental type.  156 male and female 

C57BL / 6 mice were used.  The animals were mated and the offspring used for this 

study.  The collected data were inserted into a database, developed electronically, 

using the IBM SPSS Statistics 24.0 software.  The statistical analysis of the parametric 

data was performed using the ANOVA test with post-hoc Tukey, and the statistical 

analysis of the non-parametric data was performed using the Kruskal-Wallis tests. 

Results: It was observed that the animals that received LPS in the neonatal phase did 

not present memory deficits and low levels of IL-1b. In the group that received LPS in 

the neonatal and adult phase, there was an increase in the MDA equivalents and 

protein carbonylation in an equivalent way to the group of untreated animals. 

Conclusion: It was found that animals that were subjected to immunological tolerance 

did not show changes in aversive memory and habituation as well as in IL-1β levels 

and oxidative damage in brain tissue after receiving an effective dose of LPS. 

 

Keywords: Tolerância imunológica. Sistema nervoso central. Sistema imunológico. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A ativação imune é caracterizado por um processo inflamatório ocasionado 

infeccioso por agentes patogênicos, como bactérias (gram-positivas ou gram-

negativas), assim como através de endotoxinas (ou mediadores inflamatórios) como 

o lipopolissacario (LPS)1. O aumento da expressão de mediadores pró-inflamatórios 

sistêmicos, devido a ativação imune, podem aumentar a permeabilidade da barreira 

hematoencefálica (BHE) e levar à ativação microglial e astrocitária no sistema nervoso 

central (SNC)2. A ativação da microglia inicia um processo de neuroinflamação 

sustentada principalmente pela liberação de citocinas pró-inflamatórias no tecido 

encefálico3. Esse processo pode ocasionar mudanças em áreas específicas do SNC 

como córtex e hipocampo associada a alterações nas funções cognitivas como 

memória e aprendizado4. Estudos pré-clínicos têm mostrado que a exposição ao LPS 

está associado a conseguencias em longo prazo, como alterações de memoria, de 

aprendizado e perda neuronal em hipocampo, área importante no processamento 

cognitivo5,6. 

Neste contexto, as infecções causadas por bactérias gram-negativas são de 

alta prevalência durante durante toda a vida7,8. O LPS é uma endotoxina derivada da 

parede celular de bactérias gram-negativas após ser fagocitada e degradada pelas 

células de defesa9,10. É considerada altamente tóxica por induzir a liberação de 

citocinas e por aumentar a produção de espécies reativas ao oxigênio (ERO). O LPS 

é um ligante para o receptor do tipo toll-like 4 (TRL-4). Este receptor faz parte do 

conjunto de receptores de reconhecimento de padrões (RRP) sendo especializado 

para reconhecer padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs). A ativação 

de TLR-4 forma um heterodímero intracelular – o inflamassoma. Como consequência, 

há ativação da via de sinalização responsável pela liberação de interleucina (IL)-1 e 

o início de um processo inflamatório11. 

Estudos  têm mostrado que a tolerância à endotoxina é um importante 

fenômeno, pois há a exposição do organismo a pequenas quantidades de produtos 

microbianos, induzindo uma resposta inflamatória diminuída e subsequentemente a 

um segundo desafio onde a resposta é caracterizada pela liberação diminuída de 

citocinas pró-inflamatórias10. A tolerância ao LPS representa uma reprogramação 

seletiva que tem como objetivo principal limitar a ativação imune e consequentemente 
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a diminuição do processo inflamatório gerado por um estímulo patogênico1,12. 

Acredita-se que esta primeira exposição possa proteger o organismo contra um 

desafio posterior ao LPS. Neste sentido, o mecanismo de tolerência é acompanhado 

por uma redução nos níveis de algumas citocinas pró-inflamatórias como a IL-113.  

Sabe-se que a infância é um período crítico, onde o sistema imune inato ainda 

está em desenvolvimento. Entretanto,  possui  maior capacidade plástica, pois 

estímulos externos como patógenos, podem ser capazes de programar respostas 

imunes até a idade adulta14,15. Estudos pré-clínicos têm mostrado que uma dose 

subletal neste período é eficaz em promover um mecanismo de tolerância imunológica 

a longo prazo e proteger o SNC contra uma eventual inflamação após a ativação 

imune na vida adulta ocasionada pela exposição a doses letais de LPS16,17. 

Neste sentido, a investigação do mecanismo de tolerância, como uma 

consequência a exposição ao LPS em doses baixas no período neonatal, torna-se 

relevante pois visa entender se esta primeira ativação imune pode ou não pré-dispor 

ao desenvolvimento de alterações tardias após uma segunda exposição a 

endotoxêmicos quando adulto18. Dessa forma, o papel do sistema imune pode ser a 

chave para o entendimento das alterações agudas e tardias provocada pela exposição 

a endotoxinas em um sistema ainda em formação. Sendo assim, estratégias futuras 

de tratamento podem se concentrar no equilíbrio entre as ações imunes em períodos 

específicos da vida do indivíduo. Para entender tal relação, formulou-se a seguinte 

pergunta de pesquisa: Quais as consequências da ativação imune sistêmica sobre o 

sistema nervoso central após tolerância imunológica no período neonatal: um estudo 

pré-clínico? 

 

1.1 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

1.1.1 Ativação imune  

 

A resposta imune inata é um mecanismo natural de defesa inicial que 

compreende mecanismos de barreiras (pele e mucosas), celulares (neutrófilos, 

macrófagos, monócitos, células dendríticas, célula natural Killer) e fatores humorais 

(complemento). Todas as células da imunidade inata participam da defesa 

contra bactérias como os macrófagos que demonstram grande capacidade fagocítica 

e as células dendríticas que processam os patógenos e apresentam os antígenos aos 
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linfócitos T19. A defesa contra patógenos é baseada, em partes, na expressão de 

PRRs para estruturas específicas dos microrganismos denominados como PAMPs. 

Dentre os PRRs encontra-se os TLR. Os TLR são uma família de proteínas 

transmembrânicas que atuam no sistema inume inato. São expressos na superfície 

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

citoplasma de células de diferentes tecidos. Existem diferentes TLR identificados, 

dentre eles o TLR-4 que é quem reconhece o LPS bacteriano17. A administração de 

LPS, um componente da parede celular de bactérias gram-negativas, em animais, 

está associada a uma resposta inflamatória através do seu reconhecimento pelo 

sistema imune inato. Este reconhecimento acontece principalmente através dos 

receptores TLR-420.  

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

bactéria gram-negativa ou pela administração direta do mesmo, inicia-se uma série 

de respostas no organismo infectado. Esta endotoxina pode atuar em macrófagos, 

monócitos, neutrófilos, plaquetas sanguíneas e células endoteliais20. O LPS é capaz 

de ativar principalmente a resposta imune inata com a participação do macrófago. 

Atua também na resposta imune adquirida, referente a respostas de linfócitos que 

reconhecem antígenos microbianos específicos com atuação do TLR-420. 

Resumidamente, o TLR-4 possui a habilidade de ativar o fator nuclear kappa B 

(NF-κB). O NF-κB alerta o sistema imune quanto a presença de patógenos 

bacterianos, ativando subsequentemente mediadores pró inflamatórios que irão ativar 

a óxido nítrico sintase induzível (iNOS) e a cicloxigenase (COX). Outra função bem 

descrita do NF-κB é a estimulação e liberação de citocinas pró-inflamatórias20. 

As citocinas são descritas como pequenas proteínas inflamatórias de 

sinalização que podem ser secretadas por inúmeras células componentes do sistema 

imune, como macrófagos, neurtrófilos e outros. Sabe-se que bactérias e vírus são 

potentes ativadores de citocinas pró-inflamatórias, tais como o Fator de necrose 

tumoral alfa (TNF-α), IL-1β e IL-6, que são os principais efetores da resposta imune 

periférica e os principais mediadores de doenças neurais em resposta à infecção e a 

inflamação21,22. 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 excessiva20. 

A ativação imune através do LPS induz uma inflamação sistêmica20 através da 

ativação do sistema imune inato com a liberação de citocinas pró-inflamatórias, como 
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TNF-α, IL-1, IL-6 e IL-8 e outros mediadores inflamatórios, juntamente com os PAMPs, 

iniciando uma cascata de alterações fisiológicas e comportamentais20. A inflamação 

sistêmica pode induzir um quadro de neuroinflamação, associado a danos ou 

disfunções encefálicas, devido a um aumento da permeabilidade BHE. 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 prazo3. Neste contexto, estudos com animais, em sua 

maioria, são realizados por indução de LPS em camundongos. A administração 

sistêmica do LPS vem sendo muito utilizada para a produção de repostas 

neuroinflamatórias3. 

 

1.1.2 Neuroinflamação  

 

Em condições fisiológicas, o SNC é protegido de patógenos transportados pelo 

sangue e células imunes por uma BHE física, que consiste em junções apertadas 

entre as células endoteliais2. O SNC é particularmente vulnerável a danos em 

resposta à inflamação sistêmica. Infiltração induzida por inflamação de células do 

sistema imunológico e seus mediadores para o cérebro, conduz a profundas 

alterações estruturais e funcionais23. Neste contexto, o aumento da expressão de 

mediadores pró-inflamatórios sistêmicos pode aumentar a permeabilidade da BHE e 

levar à ativação microglial e astrocitária24. A ativação da microglia inicia um processo 

de neuroinflamação sustentada pela liberação de citocinas pró-inflamatórias 

diretamente no tecido encefálico. Esse processo neuroinflamatório pode ocasionar 

alterações significativas em áreas especificas do SNC como córtex e hipocampo, 

provocando prejuízos nas funções cognitivas como memória e aprendizado25. 

Durante o processo neuroinflamatório, as alterações no SNC podem envolver 

mecanismos patogênicos e a resposta imune inata do hospedeiro. Os TLR 

reconhecem os PAMPs presentes na membrana dos organismos gram-negativos26. 

Esses receptores são capazes de  ligar-se a uma variedade de ligantes com diferentes 

propriedades e origens, e contribuir para a ativação da micróglia. A ativação microglial 

também foi associada com uma expressão aumentada de TNF-α,  IL-1β, IL-6 e IL-10 

no tecido encefálico após a inflamação sistêmica. Além disso, a ativação microglial 

também foi associada a um aumento do estresse oxidativo, desencadeando um 

processo de morte neuronal associado ao comprometimento cognitivo2.  
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O estresse oxidativo é amplamente referido como um desequilíbrio entre a 

geração de ERO e sua depuração pelo sistema de defesa antioxidante. Supõe-se que 

durante a ativação imune sistêmica, com a ação das EROs e a ineficiente ação das 

enzimas antioxidantes, ocorra a permeabilidade da BHE expondo o cérebro a 

citocinas, quimiocinas, aumento do fluxo de células inflamatórias e seus mediadores, 

amplificando a lesão cerebral27. Estudos têm abordado o envolvimento das EROs, 

redução da capacidade antioxidante e o acúmulo de marcadores de estresse oxidativo 

em modelo experimental de ativação imune induzido por de sepse28. Durante a 

ativação imune, as defesas antioxidantes estão sobrecarregadas, dando liberdade 

para as EROs danificarem a célula, contribuindo para a disfunção cerebral29. 

A neuroinflamação pode contribuir significativamente para a progressão de 

doenças neurodegenerativas, como a doença de Parkinson, de Alzheimer, escleorose 

múltipla, de Huntingon e esclerose lateral amiotrófica30. Tanto os neurônios em 

desenvolvimento como os maduros possuem numerosos receptores de citocinas pró-

inflamatórias, o que os torna suscetíveis a danos associados à inflamação31.  Neste 

contexto, a inibição da sinalização de TLR-4 pode induzir a regulação negativa de 

citocinas e isso tem sido atribuído ao fenômeno de tolerância endotoxêmica7. 

 

1.1.3 Tolerância endotoxêmica 

 

Tolerância endotoxêmica é definida como uma resposta reduzida ao LPS após 

um primeiro encontro a endotoxina, no qual protege o organismo contra um desafio 

posterior letal ao LPS. Esta tolerância é acompanhada por uma redução de TNF-α e 

outras citocinas em resposta ao LPS, envolvendo a participação de macrófagos e de 

mediadores da inflamação, tais como glicocorticoides, prostaglandinas e IL-1013.  

O LPS é uma molécula altamente tóxica derivada da membrana celular externa 

de bactérias gram-negativas. Tem o potencial de ativar a resposta imune inata em um 

hospedeiro ao se ligar ao receptor TLR-48. Sua estrutura é composta por duas 

camadas de açúcares e uma camada lipídica, uma parte hidrofílica e outra hidrofóbica, 

respectivamente. A porção lipídica é considerada a responsável pela maior ação 

antigênica do LPS13. Sua liberação ocorre quando a bactéria se multiplica ou quando 

é fagocitada e degradada pelas células de defesa10. O LPS é um potente 

desencadeante da inflamação mediada por macrófagos. No entanto, a exposição a 

quantidades sub-letais, induz um estado de tolerância que reprograma a resposta 
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inflamatória, resultando na redução da produção de citocinas inflamatórias in vitro e in 

vivo após a exposição letal ao LPS18.  

A tolerância à endotoxina é um fenômeno em que a exposição a uma dose 

baixa de endotoxina torna o tecido menos sensível às exposições subsequentes, 

também chamada de a síndrome compensatória da resposta anti-inflamatória 

(CARS), que descrevem um estado de hiporreatividade caracterizada pela redução 

da capacidade das células mieloides em responder a estímulos inflamatórios, 

particularmente aqueles iniciados pelo LPS32,33. O CARS representa a fase de 

"exaustão" imune, também chamada de "paralisia imune", observada em um 

subconjunto de pacientes sépticos geralmente após a primeira fase da sepse34. 

Estudo recente  sugere que a tolerância ao LPS também aumenta a expressão de um 

subconjunto de genes que podem proteger os animais de infecções sistêmicas 

enquanto estão no estado tolerado. No entanto, uma base molecular para essas 

mudanças seletivas na expressão gênica inflamatória durante a tolerância ao LPS 

permaneceu elusiva18. 

Um recente estudo demonstrou que animais expostos a doses letais de LPS 

que, semanas antes foram expostos a doses sub-letais de LPS, diminuiram 

significativamente a produção de citocinas inflamatórias, supressão da ativação da 

microglia e aumento do número de sobrevivência neuronal dopaminérgica na 

substância negra. Este estudo mostraram que a tolerância imunológica periférica 

atenuou a neuroinflamação e inibiu a morte neuronal dopaminérgica associada a 

neuroinflamação23. Outro estudo também recente, mostrou que a injeção 

intraperitoneal de LPS em camundongos desencadeou dois tipos de memórias 

imunes no parênquima cerebral, dependendo da intensidade e duração do estímulo 

inflamatório. Uma única injeção de LPS em concentrações letais exibia um aumento 

de citocinas corticais inflamatórias após um insulto subsequente. Entretanto, a 

exposição a doses subsequentes em concentrações baixas de LPS durante quatro 

dias consecutivos induziu um mecanismo de toleência caracterizado por uma 

diminuição dos níveis de citocinas inflamatórias corticais após um segundo insulto 

com concentrações altas17.  

Em um estudo realizado por Ellis, Mouihate e Pittman que a administração no 

período neonatal de um ácido viral mimético, o polyinosinic-polycytidylic (PolyIC) em 

doses baixas, alterou as respostas neuroimunes em adultos frente a um desafio de 

PolyIC subsequente. Os resultados mostram que os animais tratados no período 
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neonatal com PolyIC e expostos quando adultos, tiveram respostas febris mais 

atenuadas e uma melhor resposta neuroimune35. Boissé e colaboradores  observaram 

que a exposição ao LPS em baixas concentrações por 14 dias em filhotes de ratos 

suprimiu o desenvolvimento de febre em animais adultos associado a uma redução 

de IL-6 e TNF-α35. Shanks e associados demonstraram que a exposição a baixas 

concentrações de LPS no período neonatal foi associado a regulação imune, incluindo 

o aumento da sensibilidade e especificidade de linfócitos. Também foi eficaz na 

redução de COX-2 em ratos adultos após exposição de doses letais de LPS36. 

Neste contexto, Saia e colaboradores verificaram que a administração de doses 

subletais de LPS, seguido da submissão ao modelo de ligação e perfuração cecal 

(CLP) quando adulto, aumentou a sobrevivência dos animais devido a um aumento 

no nível de anticorpos anti-LPS IgM específicos e uma redução a resposta de 

citocinas. O estudo também mostrou que uma única injeção de LPS no período 

neonatal foi suficiente para proporcionar uma duradoura proteção contra processo 

inflamatório complexo37. 

Monguió-Tortajada e colaboradores relatam que para alcançar a tolerância à 

endotoxina, é necessária uma reprogramação extensiva, denominada "treinamento 

imunológico inato", que leva a modificações dos componentes intracelulares da 

sinalização dos TLR17. Neste mesma linha de pensamento, Vergadi, Vaporidi e 

Tsatsanis mostraram que RNAs não-codificantes (ncRNAs) foram reconhecidos como 

reguladores críticos da sinalização de TLR. Especificamente, microRNAs (miR-146, 

miR-125b, miR-98, miR-579, miR-132, let-7e e outros) são induzidos na ativação de 

TLR e promovem reciprocamente tolerância a endotoxina33.  

A infância é um período crítico. O sistema imune inato está imaturo e em 

desenvolvimento mas, apesar disso, possui um mecanismo de plasticidade eficiente, 

onde estímulos patoogênos podem reprogramar respostas imunológicas até a idade 

adulta37. Sun e associados, mostraram que o processo de tolerância ao LPS é mais 

eficaz em ratos jovens quando comparados aos ratos adultos38. Devido as mudanças 

ocasionadas no sistema imune e adaptivo devido a idade, a fase adulta apresenta 

padrões de citocinas diferenciados e há um declínio na função das células 

apresentadoras de antígenos, nas funções dos macrófagos, nas células natural killer, 

nos linfócitos e naatividade captadora dos receptores39,40.  

Neste sentido, torna-se importante a investigação do envolvimento dos 

mecanismos de tolerência por exposição a baixas concentrações de LPS no período 
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neonatal com a pré-disposição ou não ao comprometimento do SNC após ativação 

imune por exposição a dose letal de LPS quando adultos. Dessa forma, estratégias 

futuras de tratamento podem se concentrar no equilíbrio entre as ações imunes pró e 

antiinflamatórias. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar as consequências da ativação imune sistêmica sobre o sistema nervoso 

central após tolerância imunológica no período neonatal. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Avaliar o comprometimento da memória e do aprendizado 10 dias após 

ativação imune em animais adultos submetidos a tolerância imonológica 

neonatal; 

 Avaliar os níveis de IL-1β em tecido cerebral 24 horas após ativação imune 

em animais adultos submetidos a tolerância imonológica neonatal; 

 Verificar a peroxidação lipídica e a carbonilação de proteínas em tecido 

cerebral 24 horas após ativação imune em animais adultos submetidos a 

tolerância imonológica neonatal; 
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3 MÉTODOS 

 

 

3.1 TIPO DE ESTUDO 

 

Este estudo é caracterizado como sendo pré-clínico do tipo experimental. 

 

3.2 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS 

 

Quadro 1 - Materiais para a execução do estudo 

Equipamento  Marca  País  

LPS (026:B6L E.Coli) Sigma Aldrich  Brasil  

Tampão fosfato- salino (PBS) Laborclin Brasil  

Pentobarbital (tiopental sódico) Cristália Brasil  

KIT ELISA Pensabio Brasil 

TBA  Sigma-Aldrich EUA 

 

3.3 ANIMAIS 

 

Foram utilizados  camundongos C57BL/6 machos e fêmeas provenientes da 

Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). Os animais foram acasalados (um 

macho para cada fêmea) e a prole utilizada para este estudo. Os animais foram 

mantidos em caixas de polipropileno, ciclo de claro e escuro de 12 horas (6h às 18h) 

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% e o valor da diferença a ser detectada igual a 18%. Entende-

se, portanto, que o número de pelo menos 8 animais será 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 
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tampouco estar observando diferenças onde elas não existam. Para segurança e 

confiabilidade dos dados, foi utilizado 10 animais por grupo neste estudo. A 

mortalidade foi avaliada durante todo o experimento. A literatura relata que este 

modelo experimental pode haver mortalidade de 60% nos primeiros dias após a 

exposição endotoxêmica. Assim, foram utilizados 156 animais.  

 

3.4 DELINEAMENTO DO ESTUDO 

 

Os animais foram divididos em quatro grupos experimentais sendo compostos 

por 10 animais cada grupo. Os grupos inicialmente foram divididos em dois grupos,  

em animais que receberam LPS ou PBS aos dois dias de vida e os que receberam 

LPS ou PBS na idade adulta como segue: Grupo (1) controle: PBS+PBS, grupo (2) 

controle positivo: PBS+LPS. Grupo (3) controle negativo: LPS+PBS, LPS+LPS grupo 

(4) de possível tolerância. 

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

à endotoxemia por LPS (ou PBS para os animais controles). A endotoxemia leve 

(inicial) foi induzida com uma única administração subcutânea de 0,2 mg/kg de LPS 

(dose subletal), que foi preparado com o auxílio de PBS para diluição. Os animais 

controles receberam apenas PBS no mesmo volume administrado no LPS41. A 

mortalidade foi avaliada durante todo o experimento. Após a indução, os animais 

retornaram para suas caixas e quando completaram 21 dias de vida foi feita a 

sexagem e separados por caixas-moradias. Ao completarem 60 dias de vida, 

receberam novamente uma única dose de LPS 0,5mg/kg (dose letal). Vinte e quatro 

horas após, parte dos animais foram submetidos a 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 

e o encéfalo retirado e armazenado em freezer -80 graus celcius para posterior 

avaliação bioquímica. Outra parte dos animais foram submetidos a testes 

comportamentais para avaliação da memória e do aprendizado, 10 dias após a 

segunda exposição ao LPS42. 

 



23 
 

Figura 1 – Desenho do Estudo 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No segundo dia após o nascimento, os animais receberam a primeira dose de 

LPS ou PBS. No vigessímo primeiro dia ocorreu a sexagem. Aos sessenta dias de 

vida os animais receberam a segunda dose de LPS ou PBS. Vinte e quatro horas após 

a segunda dose, parte dos animais foram mortos para a análise neuroquímica. A 

segunda parte dos animais foram submetidos aos testes comportamentais após 10 

dias da segunda exposição ao LPS ou  PBS. tampão fosfato salina (PBS), 

lipopolissacarideo (LPS).  

 

3.5 ENSAIOS/ TESTES/ TÉCNICAS 

 

3.5.1 Exposição à endotoxemia 

 

A exposição a endotoxina é baseada um uma primeira dose aos dois dias de 

vida, caracterizada como sendo subletal por se tratar de uma dose baixa. Os animais 

receberam uma única injeção subcutânea de LPS  na concentração de 0,2 mg/kg com 

volume de 5 ml/kg de peso corporal (Escherichia coli 0111: B4, L-2630; Sigma-Aldrich; 

Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) dissolvido em PBS. A dose (0,2 mg/kg) de LPS 

foi baseada em estudos anteriores, nos quais foi demonstrado que o pré-

condicionamento de LPS aboliu a inflamação exacerbada e protegeu contra 

comprometimento cognitivo em modelos animais18,43–45.  

Quando adultos (60 dias), os animais receberam a segunda dose de LPS, 

caracterizada por ser uma exposição letal por se tratar de uma dose alta. Os animais 

receberam uma única injeção subcutânea de LPS a uma concentração de 0,5 mg/kg 
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com volume de 5 ml/kg de peso corporal (Escherichia coli 0111: B4, L-2630; Sigma-

Aldrich; Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) dissolvido em PBS16,46.  Os animais do 

grupo controle receberam uma injeção de PBS com o mesmo regime. A administração 

do LPS e/ou PBS aconteceu entre as 8:00 e as 9:00 da manhã. 

 

3.5.2 Testes de memória e de aprendizado 

 

3.5.2.1 Habituação ao campo aberto 

 

O teste de memória de habituação ao campo aberto tem por finalidade avaliar 

a memória do tipo não associativa durante a sessão teste. Para isso foi utilizado o 

aparato de campo aberto de 40 x 60 cm delimitado por quatro paredes com 50 cm de 

altura, sendo três de madeira e uma de vidro transparente. O piso do aparato de 

campo aberto é dividido em 16 quadrados iguais marcados por linhas pretas. Na 

sessão de treino, os animais foram cuidadosamente colocados no quadrado do canto 

posterior esquerdo do aparelho, a partir do qual explorou livremente o ambiente por 5 

minutos. Imediatamente após, os animais voltaram para a caixa moradia. A sessão de 

teste foi realizada 24 horas após o treino, na qual se repete o procedimento do treino. 

Os números de cruzamentos com as 4 patas (crossings: atividade motora) através 

das linhas pretas e o número de vezes em que os animais se apoiaram sobre as patas 

traseiras (rearings: atividade exploratória) foram avaliados em ambas as sessões. A 

diminuição no número de cruzamentos e apoio sobre as duas patas foi considerado 

como uma medida da retenção de habituação47.  

 

3.5.2.2 Esquiva inibitória 

 

A avaliação da memória por esquiva consistiu em duas etapas: treino e teste, 

realizadas em um intervalo de 24 horas para avaliar memória aversiva de longa 

duração. A avaliação foi realizada pelos mesmos pesquisadores utilizando-se de 

equipamento específico para tal avaliação: caixa de esquiva passiva. Na sessão de 

treino, os animais foram colocados sobre a plataforma e o tempo que o animal levou 

para descer com as quatro patas da plataforma foi cronometrado. Esse período de 

tempo é denominado latência. Imediatamente após descer da plataforma (com as 

quatro patas), o animal recebeu um choque de 0,2 mA durante 2 segundos. Na sessão 
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de teste, o animal foi novamente colocado na plataforma e medido o tempo que ele 

levou para descer (latência), porém sem administração de choque. A latência é um 

parâmetro clássico de retenção de memória48. 

 

3.5.3 Avaliações bioquímicas  

 

3.5.3.1 Quantificação dos níveis de proteinas 

 

As proteínas foram mensuradas utilizando o método BCA e albumina bovina 

como padrão. O ensaio proteico BCA é um método livre de detergentes baseado no 

ácido bicinchonínico (BCA) para a detecção colorimétrica e quantificação total de 

proteínas. Este método combina a redução dos catiões cobre (II) a cobre (I) pelas 

proteínas em meio alcalino (o método do biureto) com a detecção colorimétrica 

selectiva e sensível dos catiões cobre através da reacção destes com do ácido 

bicinchonínico. O produto da reacção, de cor púrpura, é formado pela quelatação de 

um catião cobre por parte de duas moléculas de ácido. O complexo solúvel em água 

exibe uma absorvância forte a 562 nm que é praticamente linear com o aumento da 

concentração de proteína dentro de um intervalo relativamente largo (20-2000 µg / 

mL)49. 

 

3.5.3.2  Ensaio de imunoabsorção ligado a enzima (ELISA) 

 

As amostras biológicas foram retiradas e as concentrações de citocinas foram 

avaliadas pelo método de ELISA. As amostras de tecido encefálico foram 

homogeneizadas com PBS contendo Tween 20 (0,05%), fluoreto de 100 

fenilmetilsulfonil (PMSF, 0,1 mM), ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA, 10 mM), 

aprotinina (2 ng/ml), cloreto de benzetônio (0,1 mM). O homogenato foi transferido 

para tubos Eppendorf, centrifugados a 3000g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante 

obtido foi estocado a -80°C para posterior análises. Um volume de 100 μl da amostra 

foi utilizado para mensurar a concentração dos níveis de IL-1β. Os valores obtidos 

foram estimados por meio da interpolação de uma curva padrão, utilizando-se ensaio 

colorimétrico, medido à 450 nm (comprimento de onda de correção de 540 nm) em 

um leitor de placas de ELISA. Assim todos os resultados foram expressos em 

picogramas de citocinas50. 
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3.5.3.3 Medida de substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

 

Este método foi utilizado para avaliação do estado de oxidação de 

hidroperóxidos em sistemas biológicos. O dano em lipídios de membrana foi 

determinado pela formação de subprodutos da lipoperoxidação (como MDA ou 

malondialdeído), que são substâncias reativas ao aquecimento do ácido tiobarbitúrico, 

formadas durante a peroxidação em sistemas de membranas. O MDA reage com o 

ácido tiobarbitúrico (TBA), gerando um produto colorido róseo, lido em leitor de 

microplacas a 535nm. A técnica consiste na segunte forma: primeiramente, foi 

calculado o valor da diluição para que, no tubo de reação do TBARS, tenha 100μl de 

proteína do tecido em 500μl de tampão BHT. Em seguida, adicionado 500μl da 

solução de TBA a 0,67%. Os tubos foram colocados em banho seco à 96°C, durante 

30 minutos. Para parar a reação, as amostras foram colocadas em gelo durante 5 

minutos. Por fim, 200 μl da reação foram colocados em microplacas de 96 poços e 

lidos no leitor de microplacas à 535nm51,52. 

 

3.5.3.4 Medida do dano oxidativo em proteínas 

 

Este método foi utilizado para dosagem de oxidação de proteínas. Baseia-se 

no princípio de que vários ERO atacam resíduos de proteínas como aminoácidos para 

produzir produtos com o grupo carbonil, o qual poderá ser medido através da reação 

com 2,4-dinitrofenilhidrazina. O conteúdo de proteína carboniladas é determinado 

através de um leitor de microplacas a 370nm, como descrito por Levine e 

colaboradores, em 1990. Primeiramente, o tecido foi homogeinizado em 1 ml de 

tampão BHT. As amostras foram centrifugadas por 15 minutos à 4°C em 14000 rpm. 

Foram separados 200 μl da amostra para o branco e 200 μl para o teste e ainda, 

colocados 100 μl de ácido tricloro acético (TCA) a 20% em todos os eppendorfs. Foi 

centrifugado por 5 minutos em 14000 rpm. Foi descartado o sobrenadante e foi 

redissolvida o pellet em 100 μl de hidróxido de sódio (NaOH) 0,2 molar. Foram 

colocados 100 μl de dinitrofenilhidrazina 2,4 (DNTP) na amostra e deixado descansar 

por 1 hora. E ainda, foram colocados 100 μl de TCA a 20% em todos os eppendorfs, 

que foram centrifugados por 3 minutos. Também será descartado o sobrenadante. O 

pellet foi lavado por 3 vezes com 500 μl de etanol e acetato de etila (1:1). Para cada 

lavagem, foi centrifugado por 3 minutos a 14000 rpm e descartado o sobrenadante. 



27 
 

Depois de descartar a última lavagem, foi colocado 1ml de NaOH 3% em todos os 

eppendorfs. Por último, as amostras foram levadas ao banho-maria à 60°C por 30 

minutos e lidas no leitor de microplacas a 370 nm53. 

 

3.6 VARIÁVIES DE ESTUDO 

 

Quadro 2 - Varáveis de estudo 

Variáveis Tipo Natureza Proposta de 
utilização 

Endotoxemia  Independente Quantitativa 
nominal dicotômica 

Sim ou Não   

Memória aversiva Dependente Quantitativa 
Discreta 

Número de 
cruzamentos  

Esquiva Inibitoria Dependente Quantitativa 
Continua 

Tempo em 
segundos  

IL-1β 

 

Dependente 

 

Quantitativa 
Continua 

pg/ml 

Peroxidação 
lipídica 

Dependente  Quantitativa 
Continua 

pg/ml 

Carbonilação de 
proteínas 

Dependente Quantitativa 
Continua 

pg/ml 

 

3.7 PROCEDIMENTO E ANALISE DE DADOS 

 

Após a coleta, os dados foram inseridos em um banco de dados, desenvolvido 

em meio eletrônico, no software IBM SPSS Statistics 24.0 (@copyright IBM 

corporations and its licensors 1989, 2016). Foi realizado um teste de normalidade de 

Shapiro-Wilk para caracterização dos dados. Os dados paramétricos foram 

apresentados como a média ± desvio padrão da média. A análise estatística dos 

dados entre os grupos foi realizada por meio do teste de ANOVA com post-hoc Tukey. 

A análise intergrupos foi analisada através do teste t de student para amostras 

pareadas. A significância estatística foi considerada para valores de p<0,05. 

 

3.8 ASPECTOS ÉTICOS 

 

O projeto foi encaminhado para a Comissão de Ética no Uso de Animais 
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(CEUA) da UNISUL seguindo os Princípios de Cuidados de Animais de Laboratório 

(do inglês Principles of Laboratory Animal Care, Instituto Nacional de Saúde dos EUA, 

NIH) e aprovado sob o protocolo 19.018.4.01.IV. A experimentação foi realizada de 

acordo com os aspectos éticos da Diretriz brasileira para o cuidado e a utilização de 

animais para fins científicos e didáticos – DBCA (2016), do Conselho Nacional de 

Controle de Experimentação Animal (CONCEA). Esta diretriz, assim como a 

legislação brasileira, estabelece a responsabilidade primária e garante a adesão aos 

princípios de substituição, redução e refinamento. 

Em consonância à DBCA, foram adotados os procedimentos que visam evitar, 

terminar, minimizar ou reduzir a dor, desconforto ou distresse do animal, utilizando 

assim ações como: i) adoção de tratamento para aliviar a dor, o desconforto ou o 

distresse; ii) interrupção de um procedimento doloroso; iii) exclusão do animal do 

estudo; ou iv) morte humanitária do animal realizado por médico veterinário 

responsável. 
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ABSTRACT 

Introduction:  Immune activation is characterized by an inflammatory process caused 

by infectious pathogens, such as bacteria, as well as through endotoxins such as LPS.  

Although, in childhood, the innate immune system is still developing, it has greater 

plastic capacity, because external stimuli such as pathogens, may be able to program 

immune responses until adulthood.  The investigation of the tolerance mechanism, as 

a consequence of exposure to LPS in low doses in the neonatal period, becomes 

relevant, as it aims to understand whether or not this first immune activation may 

predispose to the development of late changes after a second exposure to  

endotoxemic as an adult. Objective: Evaluate the consequences of systemic immune 

activation on the central nervous system after immunological tolerance in the neonatal 

period.  Methods: Pre-clinical study of the experimental type.  To this aim, male and 

female C57BL/6 mice were used.  The animals were mated and the offspring used for 

tel:+55%2048%203621-3363
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this study. When mice aging two days received a low single injection of subcutaneous 

lipopolysaccharide (LPS). After 58 days, the same animals received a high single 

injection of subcutaneous LPS. At 61 days old, habituation, aversive and object 

recognition memory were evaluated and the hippocampus, prefrontal córtex, striatum, 

cerebelum and total cortex were dissected to evaluate the IL-1β levels and MDA 

equivalentes and protein carbonilation. Results: It was observed that the animals in the 

PBS + PBS and LPS + PBS groups did not show memory deficits. However, the PBS 

+ LPS animals showed habituation and aversive memory impairment. The results of 

IL-1ß showed that there was an increase in IL-1ß levels in all structures evaluated in 

the PBS + LPS group. It was also observed that in the LPS + LPS group there was an 

increase in the MDA equivalents and protein carbonylation in all evaluated structures 

when compared to the PBS + PBS group of animals. In the LPS + LPS group there 

was a decrease in these levels in the prefrontal cortex, cerebellum, hippocampus and 

striatum when compared to the PBS + LPS group. Conclusion: The study showed how 

important it is to understand tolerance and to plan therapeutic strategies for many 

diseases based on CNS inflammation, as well as the use of a technique that has been 

improved for years as early immunization therapyas in the case of neonatal immune 

activation. 

 

Keywords: Immune tolerance, central nervous system, immune system. 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

Com o presente estudo, verificou-se que os animais que foram submetidos a 

tolerância imunológica não apresentaram alteração na memória aversiva e de 

habituação bem como nos níveis de IL-1β e no dano oxidativo em tecido cerebral após 

receberam uma dose efetiva de LPS. Entender as consequências da ativação imune 

sistêmica sobre o sistema nervoso central após tolerância imunológica no período 

neonatal poderá auxiliar no desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas para 

o tratamento de doenças e transtornos relacionadas a neuroinflamação, trazendo 

avanços na aréa da ativação imune e seus efeitos a longo prazo e de que forma 

poderíamos driblar esse desfecho.  

Como limitações do estudo, a avaliação de outros marcadores inflamatórios e 

da atividade antioxidante não foi realizada devido ao distanciamento do laboratório de 

pesquisa decorrente a pandemia de COVID-19. Estes resultados adicionais podem 

ajudar a fortalecer os achados encontrados inicialmente neste estudo.  

Como perpectivas futuras, estudos adicionais devem ser realizados a fim de 

relacionar mais diretamente os achados comportamentais e neuroquímicos iniciais 

aos mecanismos e vias  moleculares envolvidos na tolerância imunológia. 
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