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RESUMO 

 
 

A resposta inflamatória pode exacerbar o processo lesivo após desordens 

neurais agudas. O dimorfismo sexual gerado pelas diferentes presenças hormonais 

existentes entre macho e fêmea têm demonstrado habilidades neuroprotetoras 

endógenas opostas, apresentando uma melhor preservação da integridade do tecido 

nervoso na fêmea, putativamente, devido à presença dos hormônios ginógenos. Não 

existem investigações comparando como essa diferença pode afetar a resposta 

inflamatória durante o AVE. No presente estudo, investigaram-se as diferenças nos 

processos inflamatórios agudos do dimorfismo sexual de ratos adultos, de ambos os 

sexos, submetidos à lesão isquêmica aguda induzida por Endotelina (ET1) no corpo 

estriado. Seis grupos experimentais foram delineados: Animais machos de 24 horas 

de sobrevida (n= 8); machos de 72 horas de sobrevida de (n=8); machos de 7 dias 

de sobrevida (n=8); e fêmeas de 24 horas de sobrevida (n= 8); fêmeas de 72 horas 

de sobrevida de(n=8); fêmeas de 7 dias de sobrevida. A análise histopatológica geral 

foi realizada em secções coradas pela violeta de cresila. Macrófagos, astrócitos e 

neurônios foram identificados por imuno-histoquímica com anticorpos específicos 

para estas células inflamatórias (ED1, anti-GFAP e Anti-NeuN, respectivamente). 

Realizou-se contagem de micróglia/macrófagos ativados e corpos neuronais nos 

grupos experimentais mencionados. Não se notou diferença quantitativa entre os 

diferentes sexos, contudo houve uma aparente queda na quantidade de 

macrófagos/micróglia em 3 dias, tanto para os machos quanto para as fêmeas, 

apresentando alguma diferença na ativação astrocitária mais forte em machos. Os 

resultados sugerem que as diferenças sexuais na linhagem Lister Hooded, não são 

suficientes para causar diferenças significativas na preservação do tecido nervoso e 

em alguns aspectos da resposta inflamatória após a indução de isquemia cerebral 

por meio de ET1. 

PALAVRAS-CHAVE : Lister Hooded, isquemia cerebral, resposta inflamatória 

APOIO FINANCEIRO: Capes 



ABSTRACT  

 
 

The inflammatory response may exacerbate the process harmful after acute 

neural disorders. Sexual dimorphism generated by different hormonal attendance 

between male and female have demonstrated neuroprotective abilities endogenous 

opposite, showing a better preservation of the integrity of the nervous tissue in 

female, putatively due to the presence of gynoid hormones. However, there is no 

research work comparing how this difference might affect the inflammatory response 

during stroke. In the present study, we investigated the differences in acute 

inflammatory processes of sexual dimorphism in adult rats of both sexes subjected to 

acute ischemic injury induced by endothelin (ET1) in the striatum. Six experimental 

groups were designed: male animals survival 24 hours (n = 8); male survival of 72 

hours (n = 8); male survival of 7 days (n = 8) and female 24 hours survival (n = 8), 

females 72 hours of survival (n = 8); female seven days of survival. Histopathologic 

analysis was performed in the general sections stained with violet cresila. 

Macrophages, astrocytes, and neurons were identified by immunohistochemistry with 

antibodies specific for these inflammatory cells (ED1, anti-GFAP and Anti-NeuN, 

respectively). We conducted counts activated microglia / macrophages and neuron 

bodies mentioned in the experimental groups. No difference was observed 

quantitatively between different sexes, but there was an apparent decrease in the 

amount of macrophages / microglia at 3 days but in males and in females, presenting 

apparently some difference in the activation of astrocytes was stronger in males. The 

results suggest that sex differences, at least in lineage Lister hooded is not enough to 

cause significant differences in the preservation of nerve tissue and in some aspects 

of the inflammatory response after induction of cerebral ischemia by ET1. 

 

KEYWORDS: lister hooded, stroke, inflammatory response 
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1  INTRODUÇÃO 

 

1.1  ACIDENTE VASCULAR ENCEFÁLICO (AVE) 

 

A Organização Mundial de Saúde (OMS) define Acidente Vascular 

Encefálico (AVE) como o surgimento súbito focal ou global de déficits da função 

neurológica de duração superior a 24 horas ou que leve à morte, cuja única causa 

reside na origem vascular (WOLFE, 2000; MARKUS, 2008). 

 O AVE pode ser devido a um trauma trombolítico em vasos de grande e 

pequeno calibre; a uma lesão embolítica, com ou sem o conhecimento de fatores 

cardíacos e/ou arterial; à hiperfusão sistêmica na borda da área de lesão; à 

trombose venosa a hemorragia com ruptura da parede vascular intracerebral e 

subaracnóide (BROUNS, DE DEYN, 2009). Durante a hemorragia ocorre o 

extravasamento seguido do acúmulo de sangue e seus derivados no parênquima 

neural ou no espaço dural (SEDER, MAYER, 2009). Esta condição patológica ocorre 

após o rompimento de aneurismas e os fatores predisponentes mais frequentes são: 

tabagismo, obesidade, diabetes, dislipidemia e hipertensão (PETTY et al., 1999; 

MARKUS, 2008). Independente da causa que resulta o AVE, o comprometimento 

vascular atua como causa primária em 85% a 90% da lesão isquêmica (PETTY et 

al., 1999; MARKUS, 2008). 

Modelos experimentais de isquemia cerebral têm sido alvo de muitos 

trabalhos científicos na busca de consistente avaliação e tratamento dessa patologia 

(HOSSMANN, 1998; VANUCCI et al., 2001). O padrão de lesão isquêmica em ratos 

é investigado em Modelos Experimentais (ME) de AVE (VANUCCI et al., 2001) com 

obtenção de patologia semelhante às encontradas em humanos (ALKAYED et al., 

1998), imprevisíveis e de estudos clínicos de difícil interferência (HOSSMANN, 2006; 

ALKAYED et al., 1998). Os modelos experimentais enfocam a busca da 

aproximação da lesão real em humanos e o estudo do infarto de grandes dimensões 

e o modelo mais utilizado é o da oclusão da artéria cerebral média (OACM) em ratos 

(HOSSMANN, 1998), seguido da especificidade sexual, por parecer influenciar na 

extensão da lesão (VANUCCI et al., 2001; WISE et al., 2001). Em ratos machos a 

lesão é maior que em ratos fêmeas (WISE et al., 2001); em ratos fêmeas 

ovariectomizadas a lesão cerebral é semelhante aos de ratos machos (ALKAYED et 

al.,1998;). Alguns fatores fisiológicos contribuem para o padrão da lesão isquêmica 

(VANUCCI et al., 2001; ALKAYED et al., 1998), fato que se estende às fases do 



ciclo estral (pró-estro e meta

(CARSWELL, DOMINICZAK, MACRAE

Durante o AVE experimental, tanto em machos quanto 

prognóstico de severidade é geralmente observado na área

(NAKANISHI, ZHANG, 2009

cerebral lesionado (núcleo isquêmico) 

isquêmica) pode ser  parcialmente lesionada, mantend

após a lesão isquêmica

BROUNS, DE DEYN, 2009

2008). A duração, intensidade e a localização do evento isquêmico têm relação 

direta com a extensão da área lesionada, em ambos os gêneros (BROUNS, DE 

DEYN, 2009; VANUCCI et al, 2001; WISE et al, 2001

FIGURA 1. Imagens por 

AVE mostrando o núcleo isquêmico (em vermelho) e penumbra isquêmica

(WOLFE, 2000). 

Em modelos experimentais de AVE em animais 

moleculares e genéticos são inv

2004; HAZELL, 2007): a

liberação de neurotransmissores excitatórios,

oxigênio e de outras espéc

sinaptossômicas associada

 O AVE provoca mudanças no fluxo de íon

celular (BROUNS, DE DEYN, 2009

cálcio (PARPURA et al., 1994)

aumento no volume celular 

excitotóxico (LO, DALKARA, MOSKOWITZ,

neurotransmissores excitatórios 

estro e meta-estro), em fêmeas, possibilitando lesões dis

, DOMINICZAK, MACRAE, 2000). 

Durante o AVE experimental, tanto em machos quanto 

prognóstico de severidade é geralmente observado na área lesionada do cérebro

ZHANG, 2009; VAGNEROVA et al., 2008): parte do parênquim

cerebral lesionado (núcleo isquêmico) sofre morte imediata, outra parte

parcialmente lesionada, mantendo o potencial de recuperação 

após a lesão isquêmica (Figura 1) (DOYLE, SIMON, STENZEL

DE DEYN, 2009; VAGNEROVA, KOERNER, HURN, 2008;  WANG

A duração, intensidade e a localização do evento isquêmico têm relação 

direta com a extensão da área lesionada, em ambos os gêneros (BROUNS, DE 

VANUCCI et al, 2001; WISE et al, 2001). 

  

Imagens por ressonância magnética (IRM) de um cérebro

AVE mostrando o núcleo isquêmico (em vermelho) e penumbra isquêmica

m modelos experimentais de AVE em animais vários eventos iônicos, 

genéticos são investigados (HOSSMANN, 2006

): a perda da função da bomba iônica de membrana,

ansmissores excitatórios, a produção de radicais livres de 

oxigênio e de outras espécies reativas de oxigênio, a ativação de proteínas 

sinaptossômicas associadas e/ou a expressão de genes.   

O AVE provoca mudanças no fluxo de íons que atravessa

DE DEYN, 2009), como nos gradientes dos íons potássio, sódio e 

l., 1994) que provocam um influxo de água, levando ao rápido 

celular de neurônios e glias, caracterizando 

DALKARA, MOSKOWITZ, 2003). Durante o AVE há liberação de 

xcitatórios (DUAN, SWANSON, 2003), sendo que

13 

estro), em fêmeas, possibilitando lesões distintas 

Durante o AVE experimental, tanto em machos quanto em fêmeas, um 

lesionada do cérebro 

parte do parênquima 

sofre morte imediata, outra parte (penumbra 

o potencial de recuperação 

) (DOYLE, SIMON, STENZEL-POORE, 2008; 

, KOERNER, HURN, 2008;  WANG et al., 

A duração, intensidade e a localização do evento isquêmico têm relação 

direta com a extensão da área lesionada, em ambos os gêneros (BROUNS, DE 

cérebro humano após 

AVE mostrando o núcleo isquêmico (em vermelho) e penumbra isquêmica (em azul) 

vários eventos iônicos, 

HOSSMANN, 2006; MONTANA et al., 

iônica de membrana, a 

produção de radicais livres de 

ativação de proteínas 

s que atravessa a membrana 

), como nos gradientes dos íons potássio, sódio e 

provocam um influxo de água, levando ao rápido 

ônios e glias, caracterizando o edema 

). Durante o AVE há liberação de 

, sendo que o glutamato 
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em áreas isquêmicas induz à transmissão sináptica excitotóxica por ativação do 

NMDA- N-Metil-D-Aspartato, AMPA- Ácido-amino-3-metil-4-isoxazol-propiônico  ou 

receptores KAINATO (DUAN, SWANSON, 2003) com influxo de íons sódio e cálcio, 

déficit de ATP e ativação desordenada de enzimas proteases, lípases e nucleases 

(MONTANA et al., 2004; SZATKOWSKI, BARBOUR,  ATTWELL, 1990). As enzimas 

sinalizam para danos na membrana celular, no material genético e em proteínas 

estruturais do neurônio (SZATKOWSKI, BARBOUR, ATTWELL, 1990).  

Outras vias enzimáticas estão sendo investigadas, pois não se sabe quais 

atuam durante as condições patológicas no AVE (KIMELBERG et al., 1990; 

SZATKOWSKI, BARBOUR,  ATTWELL, 1990). 

 

1.1.1  Efeitos do AVE sobre a integridade estrutural do pa rênquima 
cerebral  

 

Diferenças específicas de sexo à reatividade da circulação têm sido 

verificadas na circulação periférica e cerebral (SAKUMA et al.,  2002; ALKAYED et 

al., 1998), sendo que o comprometimento vascular, em ambos os gêneros, torna o 

fluxo sanguíneo deficiente na área lesionada (SEDER, MAYER, 2009; ALKAYED et 

al., 1998). O volume de oxigênio no local é interrompido e ocasiona vulnerabilidade 

do tecido cerebral (BROUNS, DE DEYN, 2009). Esse déficit de oxigenação causa 

declínio na produção de glicose e de ATP, condição que leva ao colapso de vias 

bioquímicas relacionadas à sobrevivência das células e tecidos (ZHANG, CHOPP, 

2009; DOYLE, SIMON, STENZEL-POORE, 2008) gerando uma série de eventos 

relacionados (BROUNS, DE DEYN, 2009; DOYLE, SIMON, STENZEL-POORE, 

2008): excitotoxicidade, estresse oxidativo e nitrosativo, ruptura da barreira 

hematoencefálica, resposta inflamatória e apoptose, que culminam na lesão e morte 

celular (BROUNS, 2009; DOYLE et al., 2008). 

 

1.1.1.1  Excitotoxicidade  

 

A excitotoxicidade progride durante o evento isquêmico por um período de 

tempo consideravelmente curto (BROUNS, DE DEYN, 2009). Em ambos os gêneros 

a progressão do evento depende do tipo e severidade da lesão e da concentração 

do hormônio circulante (ROOF, HALL, 2000). Neste período, neurônios e células 

gliais perdem suas funções por falhas em suas maquinarias bioenergéticas, em 
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conseqüência do desequilíbrio iônico resultante (HOSSMANN, 2006; SEDER, 

MAYER, 2009).  

Na rede neuronal afetada verifica-se liberação de neurotransmissor 

excitatório na fenda sináptica (HAZELL, 2007) com a recaptura desse 

neurotransmissor comprometido pelo déficit energético instalado no ambiente 

isquêmico (BROUNS, 2009; HOSSMANN, 2006). O acúmulo de neurotransmissores 

excitatórios leva à falência das células pós-sinápticas e à morte celular (DOYLE, 

SIMON, STENZEL-POORE, 2008). Durante o AVE receptores glutamatérgicos de 

superfície dos neurônios ocasionam a entrada de íons que levam à formação e/ou 

aparecimento do edema citotóxico, ativação de endonucleases, surgimento de 

radicais livres e morte celular por mecanismo excitotóxico (BROUNS, DE DEYN, 

2009). 

 

1.1.1.2  Estresse Oxidativo e Nitrosativo 

 

Em condições fisiológicas normais a rede neuronal elimina as substâncias 

prejudiciais ao funcionamento (DOYLE, SIMON, STENZEL-POORE, 2008), todavia, 

os radicais livres formados nos eventos isquêmicos atingem concentrações 

prejudiciais, acumulando-se no ambiente lesionado (BROUNS, DE DEYN, 2009) e 

podem sofrer influência de hormônios esteróides (MILLER et al., 2005). Um 

desequilíbrio iônico durante o AVE induz a mitocôndria produzir quantidades 

elevadas de substâncias reativas derivadas do oxigênio (KNOTT, BOSSY-WETZEL, 

2009) e o íon superóxido (O2
-) liberado no meio isquêmico pode reagir com 

moléculas de água, formar peróxido de hidrogênio (H2O2) e liberar a hidroxila (OH-) 

(BROUNS, DE DEYN, 2009; KNOTT, BOSSY-WETZEL, 2009). Esses radicais 

quimicamente instáveis ativam cascatas enzimáticas, danificando as células 

(HERTZ, 2008; BROUNS, DEYN, 2009). A condição isquêmica favorece a 

expressão de óxido nítrico sintase (NOS) pelas células inflamatórias da área 

isquêmica (PARK et al., 2006), com produção do óxido nítrico (NO) que causa 

estresse oxidativo, lesão no material genético e inibição da cadeia respiratória 

mitocondrial (KEYNES, GARTHWAITE, 2004) ocasionando grande efeito deletério 

sobre as células (BROUNS, DE DEYN, 2009).  
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1.1.1.3  Ruptura da barreira hematoencéfalica (BHE) 

 

O NO formado na parede neurovascular, em condições normais, tem efeito 

vasodilatador e anti-inflamatório (BROUNS, DE DEYN, 2009), mas a elevação da 

concentração deste óxido durante o AVE provoca danos à integridade celular, 

comprometendo a permeabilidade vascular local por ativar as MMP-

metaloproteínase de matriz extracelular (BROUNS, DE DEYN, 2009). As MMP são 

enzimas proteolíticas que desempenham sua função na lâmina basal, degradando 

moléculas que constituem a laminina e fibras colágenas (DEL ZOPPO, 

HALLENBECK, 2000). A atuação da MMP modifica a adesão entre as células da 

parede endotelial favorecendo o extravasamento do plasma devido ao aumento da 

permeabilidade local; bem como, propiciando entrada de leucócitos e, 

consequentemente, de hemácias (LO, 2008; BROUNS, DE DEYN, 2009), cujos 

efeitos podem ser modulados por hormônios esteróides (PARK et al., 2006; 

RAZMARA, KRAUSE, DUKLES, 2005; SUNDAY et al., 2006). 

 

1.1.1.4  Apoptose  

 

Os mecanismos moleculares de morte celular (apoptose) não são 

necessariamente idênticos no cérebro de machos e fêmeas (McCULLOUGH et al., 

2005). As primeiras observações clínicas e experimentais relacionadas à diferença 

sexual na resposta ao AVE foram conferidas aos efeitos dos hormônios gonadais 

(HOFFMAN; MERCHENTHALER, ZUP, 2006). Estudos “in vivo” e “in vitro” 

(McCULLOUGH et al., 2005) sugerem que as vias de morte celular na isquemia/AVE 

diferem no cérebro de machos e fêmeas (DU et al., 2004; McCULLOUGH et al., 

2005; RENOLLEAU et al., 2007; YUAN et al., 2009). Em machos, o mecanismo é 

mediado, em grande parte, pela ativação da oxido nítrico sintase neuronal (nNOS) e 

subseqüente ativação da PARP- Poli ADP ribose polimerase (McCULLOUGH et al., 

2005). Em fêmeas, essa condição pode se desencadeada pela enzima citocromo C 

(Cito C) e ativação de caspase (McCULLOUGH et al., 2005; LANNG, 

McCULLOUGH et al., 2008). 

A morte celular por apoptose ocorre após os eventos de excitotoxicidade, 

produção e liberação de radicais livres, desequilíbrio iônico e alterações no DNA 

mitocondrial (SUGAWARA et al., 2004; BROUNS, DE DEYN, 2009). Esse processo 
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pode ocorrer por uma via dependente de receptor (uma via extrínseca) e por fatores 

resultantes de sinalizações internas mitocondriais (via intrínseca) que independem 

de receptor (DOYLE, SIMON, STENZEL-POORE, 2008 ).  

O AVE modifica mecanismos bioquímicos em regiões internas da 

mitocôndria, na cadeia respiratória, onde as enzimas que atuam no transporte de 

elétrons livres são direcionadas ao citoplasma (SUGAWARA et al., 2004). A 

citocromo C entra em reação com moléculas pró-apoptóticas específicas (Apaf-1) 

desencadeando a ativação de enzimas caspase-9 (SUGAWARA et al., 2004; 

DOYLE, SIMON, STENZEL-POORE, 2008) que ativa a enzima caspase-3 

(SUGAWARA et al., 2004) notada na estrutura do citoesqueleto celular (VILA, 

PRZEDBORKI, 2003) e na ação de endonucleases sobre a molécula de DNA 

nuclear, consolidando a morte celular (SUGAWARA et al., 2004; DOYLE, SIMON, 

STENZEL-POORE, 2008). 

A morte celular por apoptose é, também, desencadeada por vias 

bioquímicas dependentes de receptores e seus ligantes (DOYLE, SIMON, 

STENZEL-POORE, 2008), como receptores tipo Fas/CD-95, TNF-R1 e seus ligantes 

FAS (FasL) e TNF-α (VILA,   PRZEDBORSKI, 2003). A ativação da enzima caspase-

8 após a junção entre receptor e ligante, segue vias distintas: ativar caspase-3 e 

ocasionar mudança na concentração da enzima PARP provocando modificação na 

produção de NADP e ATP (VILA, PRZEDBORSKI, 2003; SUGAWARA et al., 2004; 

DOYLE, SIMON, STENZEL-POORE, 2008) e ativar enzimas desoxirribose 

nucleases ativadas por caspases (VILA,  PRZEDBORSKI, 2003; SUGAWARA et al., 

2004). Esse desequilíbrio resulta em danos ao material genético celular 

(SUGAWARA et al., 2004; DOYLE, SIMON, STENZEL-POORE, 2008 ). 

A caspase-8 pode ativar uma via que envolve a proteína bcl, pró-apoptótica 

(VILA, PRZEDBORSKI, 2003), que em associação com proteínas Bax e Bak 

ocasionam a formação de poros na membrana mitocondrial e liberação de citocromo 

C, mediando morte celular por caspase (VILA, PRZEDBORSKI, 2003; SUGAWARA 

et al., 2004). 

 

1.1.1.5  Resposta inflamatória no AVE 

 

Ao acidente vascular encefálico tem sido associada uma ampla gama de 

condições inflamatórias sistêmicas (DI NAPOLI, 2001; EMSLEY, TYRRELL, 2002) 

que desencadeiam: inflamação, excitotoxicidade, produção de óxidos nítricos, 

radicais livres e apoptose (EMSLEY, TYRRELL, 2002). Esses eventos são 
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influenciados por hormônios (SUNDAY et al., 2006) nas doenças vasculares e na 

lesão isquêmica cerebral (SANTIZZO, PELLIGRINO, 1999; SANTIZZO, 

PELLIGRINO et al, 2000) por suprimir a atividade de mediadores inflamatórios 

(GIBSON et al., 2005; OSPINA et al., 2004; GIBSON et al., 2005; RAZMARA, 

KRAUSE, DUKLES, 2005; WEN et al., 2004). A intervenção hormonal limita o dano 

celular no ambiente isquêmico (WEN et al., 2004) e provoca mudanças temporais na 

sinalização celular, na transdução de sinal, no metabolismo e na regulação e/ou 

expressão dos genes (TANASESCU et al., 2008). Fármacos têm sido testados 

nessas vias com o objetivo de minimizar perdas teciduais e/ou déficits neurológicos 

(ADIBHATLA, HATCHER, 2008). 

Durante o evento isquêmico ocorre expressão de genes pró-inflamatórios 

que codificam fatores de transcrição, citocinas, quimiocinas e moléculas de adesão 

(ADIBHATLA, HATCHER, 2008; TANASESCU et al., 2008). As citocinas induzem 

inflamação, ativação imunológica, diferenciação e morte celular (ZOPPO, 

HALLENBECK, 2000), que na circulação sistêmica são produzidas por macrófagos 

ativados, monócitos, linfócitos, células endoteliais e por muitos outros tipos celulares 

(TERAI et al., 1996). No sistema nervoso central (CNS) as micróglias ativadas são 

as responsáveis por essa expressão (EMSLEY, TYRRELL, 2002). 

 Citocinas pró-inflamatórias como TNF-α (fator-α de necrose tumoral), IL-1β 

(interleucina-1β) sinalizam para lesão parenquimatosa (DEL ZOPPO, 

HALLENBECK, 2000; WANG, TANG, YENARI, 2007). A IL-1 (interleucina-1) possui 

efeito pró-inflamatório durante o AVE e seus efeitos são neutralizados por IL-1ra 

(receptor antagonista de IL-10 e IL-1) (ADIBHATLA, HATCHER, 2008). Pacientes 

com AVE apresentam elevados níveis de IL-1ra nos quatros primeiros dias 

(BEAMER et al., 1995; ADIBHATLA,  HATCHER, 2008; EMSLEY;  TYRRELL, 2002). 

A condição de AVE ativa a expressão do IL-6 mRNA (LODDICK, TURNBULL, 

ROTHWELL, 1998) e a interleucina-6 (IL-6) atinge níveis elevados nos primeiros 

dias após o AVE (LODDICK, TURNBULL, ROTHWELL, 1998). A expressão e 

codificação de citocinas ocorrem no núcleo isquêmico, áreas Peri-infarto e nas áreas 

adjacentes à lesão isquêmica (BUTTINI et al., 1996; ELKIND et al., 2002). Durante o 

AVE há codificação de TNF-α RNAm e os efeitos da TNF-α podem ser controlados 

por administrações de TNF- receptor 1(stnf-R1) ou anticorpo monoclonal anti-TNF-α 

(LODDICK, TURNBULL, ROTHWELL, 1998; BUTTINI et al., 1996). O AVE 

desencadeia a expressão de TGF-β RNAm (BUTTINI et al., 1996). O fator- β de 

crescimento transformador (TGF-β), interleucina anti-inflamatória, é expressa nas 

áreas periféricas à lesão isquêmica (SKINNER et al., 2009). Na área de penumbra 

isquêmica e em períodos de recuperação de doenças do CNS sugere função 

neuroprotetora (KRUPINSKI et al., 1996). 
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Durante o AVE a IL-10, interleucina anti-inflamatória (SKINNER et al., 2009), 

tem sua concentração aumentada e estudos sugerem que as células ao redor da 

lesão isquêmica são as responsáveis pela secreção desse polipeptídio (VAN EXEL 

et al., 2002). A interleucina-8 (IL-8) em níveis elevados no plasma é observada em 

pacientes com AVE (LOSY, ZAREMBA, 2001; MENNICKEN et al., 1999) e tem  

relação com o recrutamento de neutrófilos (LOSY, ZAREMBA, 2001) localizados nos 

primeiros momentos do AVE na área de lesão (DOS SANTOS et al., 2007; LIMA et 

al., 2008; SOUZA RODRIGUES, 2008). Essas células direcionam-se ao parênquima 

neural durante desordens neurais agudas na medula espinhal e no encéfalo com 

função fagocitária de remoção de corpos estranhos na área lesionada (GOMES-

LEAL, CORKILL, PICANÇO-DINIZ, 2005; LIMA et al., 2008) alcançando o pico 

máximo na área lesionada em 24 horas (BOLTON, PERRY, 1998; GOMES-LEAL, 

CORKILL, PICANÇO-DINIZ, 2005), liberando citocinas inflamatórias, enzimas 

proteolíticas e radicais livres prejudiciais ao tecido cerebral lesionado (CHOU et al., 

2004). Algumas dessas enzimas proteolíticas degradam componentes da matriz 

extracelular e da junção neurovascular, aumentando a permeabilidade dos vasos 

sanguíneos no ambiente isquêmico (STOWE et al., 2009). 

A presença dos neutrófilos na área lesionada pelo AVE e a ativação 

plaquetária dificultam o fluxo sanguíneo (BROUNS, DE DEYN, 2009; DOYLE, 

SIMON, STENZEL-POORE, 2008), ocasionando mais hipóxia tecidual e ampliando a 

extensão da lesão isquêmica (DEL ZOPPO, HALLENBECK, 2000). Na condição 

patológica isquêmica os neutrófilos e outras células inflamatórias ativam 

mecanismos de liberação de radicais livres e proteases que são lesivos ao 

parênquima tecidual (AKOPOV, SIMONIAN, GRIGORIAN, 1996). 

Durante o AVE o aumento de MCP-1 (Proteína quimioatrativa de monócitos) 

tem sido associado com a infiltração de monócitos e macrófagos (LOSY,  

ZAREMBA, 2001). A CCL-5 (Citosina quimioatrativa de leucócitos) é regulada na 

expressão normal de células T que através de seu receptor CCR5 promove a 

ativação e migração de leucócitos ao tecido lesionado (CANOUI-POITRINE et al., 

2009). 

Outro tipo celular que responde ao evento isquêmico são os linfócitos (DOS 

SANTOS et al., 2007; LIMA et al., 2008; SOUZA RODRIGUES, 2008). A ativação de 

linfócitos provoca uma resposta celular que envolve produção de citocinas, 

expressão de receptores de citocinas e proliferação celular (ABBAS, SEN, 2003). 

Em situações patológicas do sistema nervoso central (SNC) essas células são 

evidenciadas (MUKHTAR et al., 2005), pois exercem ações na resposta inflamatória, 

liberando citocinas pró-inflamatórias e promovendo a quimiotaxia a outros leucócitos 

(SCHWAB et al., 2001; YLMAZ et al., 2006). O efeito citotóxico provocado pelo 
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MHC- classe I (complexo principal de histocompatibilidade classe I) está também 

vinculado aos linfócitos (CABARROCAS et al., 2003). Distintas ativações de células 

T têm relação com as funções protetoras dos linfócitos, e, essa ativação 

correlaciona-se com a gravidade da lesão (LINFERT, CHOWDHRY, RABB, 2009). 

Durante a evolução temporal da lesão cerebral por AVE, células micróglias 

respondem aos processos inflamatórios em áreas próximas e distantes do sitio da 

lesão (CLARK et al., 1993; VAGNEROVA, KOERNER, HURN, 2008). Após o AVE, 

micróglias são ativadas e acumulam-se na área lesionada (SCHILLING et al., 2005), 

sendo que a ativação microglial precede e predomina sobre a infiltração de 

macrófagos. Hormônios esteróides sexuais (HES) influenciam a ativação microglial e 

em um estudo in vivo, após AVE, a ativação microglial foi reduzida e/ou inibida por 

tratamento com progesterona (SCHILLING et al., 2005; WU et al., 2005).  

Considerada a molécula imunoefetora do SNC (ALOISI, 2001) em condições 

fisiológicas normais (DAVALOS et al., 2005) apresentam morfologia ramificada 

(RANSOHOFF, PERRY, 2009). Quando há mudanças fisiológicas no meio, elas 

passam a apresentar morfologia diferente (ZIELASEK, HARTUNG, 1996), 

caracterizando-as como ativas (KREUTZBERG, 1996; PERRY, 1994; HAWLISCH, 

KOHL, 2006). Situações de estresse induzem ativação microglial (PERRY, 2007), 

pois neurônios submetidos a situações de estresse produzem ATP e ADP que 

ativam mecanismos que sinalizam em receptores específicos da membrana destas 

células, ativando-as (DAVALOS et al., 2005; RAIVICH, 2005). Na condição de 

ativada a micróglia possui morfologia ameboide com prolongamentos curtos e 

grossos e função fagocítica (STREIT, GRAEBER, 1993). Micróglia ativada secreta 

GDNF- fator neurotrófico derivado de células gliais que desempenha função 

benéfica à sobrevivência de neurônios (BATCHELOR et al., 2003) e aumenta a 

expressão de moléculas de membrana da família MHC classes I e II, receptores CD4 

e CD8 e receptores do complemento (PERRY, ANDERSSON, GORDON, 1993; 

STOLL, SCHRORETER et al., 2001, JANDER, 1999). Em algumas situações de 

doenças neurodegenerativas agudas e crônicas essa célula desempenha papel 

neurotóxico que contribui para a morte neuronal (BLOCK, HONG, 2005; GIULIAM, 

VACA, CORPUZ, 1993; GOMES-LEAL, et al 2004b) podendo dificultar a 

neurogênese endógena nas doenças neurodegenerativas (EKDAHL, KOKAIA, 

LINDIVALL, 2009). Micróglia ativada secreta GDNF- fator neurotrófico derivado de 

células gliais que desempenha função benéfica à sobrevivência de neurônios 

(BATCHELOR et al., 2003).  

Na condição de AVE a ativação microglial intensa é no centro e na área de 

penumbra da lesão isquêmica (MARIOKA, KALEHUA, STREIT, 1993), sendo que a 

ativação microglial excessiva contribui para o aumento da lesão isquêmica 
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(HAYAKAWA et al., 2008). A função benéfica ou deletéria da micróglia é dependente 

do estímulo (BUTOVSKI et al., 2005; SCHWARTZ et al., 2001), dentre estes o LPS e 

β amiloide, que em experimentos in vitro, induzem um função microglial deletéria, 

por sintetizar excessivamente o fator TNF-α (BUTOVSKI et al., 2005).  

Durante o AVE a resposta astrocitária funciona como um marcador da 

resposta celular (STOLL et al., 1998) e a passagem do estado não ativado ao 

ativado está associado à forte expressão da GFAP-proteína ácidica fibrilar glial 

(GFAP)(PEKNY,  NILSSON, 2005). A GFAP é um marcador de lesão neuronal 

(HERRMANN, EHRENREICH, 2003) e astrócitos positivamente marcados localizam-

se ao redor da área lesionada (LI et al., 1995). A condição de reatividade astrocitária 

pode diferir em machos e fêmeas (ZHU et al., 2004), sendo o pico da resposta 

astrocitária entre  24 e 72 horas após o AVE, dependente do ciclo estral (WENG,  

KRIZ, 2007). Em fêmeas, a reatividade astrocitária parece ser mais intensa 

(WILHELMSSON et al., 2006); em machos há forte correlação com o aumento da 

resposta astrocitária e a morte neuronal (HERRMANN, EHRENREICH, 2003). 

A ciclooxigenase-2 (Cox-2) mRNA e alguns prostanóides tóxicos e espécies 

reativas de oxigênio secretadas por micróglias estão presentes na periferia da área 

onde ocorreu o AVE (DEL ZOPPO et al., 2000). MMP-metaloproteinases de matriz 

contribuem para a resposta neuroinflamatoria (LO, DALKARA, MOSKOWITZ, 2003). 

MMp-9, na fase aguda do AVE, quando comparado ao MMp-2,  em fase de 

recuperação, estabelecem efeitos nocivos e benéficos (MUN-BRYCE,  

ROSENBERG, 1998). O MMp-9, em nível elevado, têm associação com a resposta 

neurológica deficiente; bem como, com o  aumento da lesão isquêmica e de 

processos desencadeadores de hemorragia (MONTANER et al., 2003).  

 

1.2  HORMÔNIOS ESTEROIDES SEXUAIS  

 

1.2.1  Ação sobre a vasculatura cerebral  

 

Fontes conhecidas de hormônios esteróides sexuais circulantes (HES) no 

organismo são as gônadas, responsáveis pelas diferenças hormonais bem 

conhecidas entre machos e fêmeas. Os níveis de hormônios endógenos no 

organismo não são constantes e proporcionam modificações na vasculatura cerebral 

(PUROHIT, REED, 2002; ALKAYED et al., 2000). Modificações dos níveis 

hormonais, em fêmeas, são frequentes durante o ciclo menstrual, estral e durante a 
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gravidez (ANDERSSON et al., 2003). Em machos as modificações ocorrem ao longo 

do período diurno e com avanço da idade (ANDERSSON et al., 2003). 

Os tecidos vasculares cerebrais expressam receptores específicos e 

enzimas metabólicas para esteroides gonadais (MENDELSOHN, KARAS, 1999). 

Receptores de estrógenos, ER-α e ER-β, localizam-se em regiões distintas do 

cérebro (SAWADA et al., 2000), sendo o ER-β, geralmente, expresso no neocórtex, 

enquanto o ER-α é expresso no córtex cerebral, após um AVE (DUBAL et al., 1999). 

ER-α e ER-β são receptores nucleares para o estrógeno (DAN et al., 2003) e 

expressos em vasos sanguíneos intracerebrais, na parede endotelial dos vasos, 

membrana celular das células endoteliais e no interior da mitocôndria, colocalizados 

com a subunidade proteica do complexo IV (DAN et al., 2003, STIRONE et al., 

2005). 

Há evidências de que alguns tecidos de órgãos não envolvidos na 

reprodução sintetizam hormônios esteroides sexuais (SIMPSON, 2003), como em 

vasos sanguíneos cerebrais de ratos, onde a enzima aromatase P450 participa da 

conversão de testosterona a 17-α estradiol, sugerindo um local de metabolismo de 

hormônios esteroides (CARSWELL, DOMINICZAK, MACRAE, 2000).  

 

 

1.2.2  Influência sobre o fluxo sanguíneo  

 

O fluxo sanguíneo sofre influência dos hormônios esteroides sexuais 

(ALKAYED et al., 2000; AZAD et al, 2003). Durante o ciclo menstrual, gravidez 

(DIOMEDI et al., 2001; KREJZA et al., 2004) e no tratamento por reposição 

hormonal (BAIN et al., 2004) há aumento do fluxo sanguíneo (BAIN et al., 2004; 

SHAW et al., 1984). Diferenças específicas ao sexo na funcionalidade da circulação 

sanguínea têm sido constatadas tanto na circulação periférica quanto na circulação 

cerebral (ALKAYED et al 2001; SAKUMA et al., 2002). No AVE o fluxo sanguíneo é 

alterado pelo estrógeno (ALKAYED et al., 2001) e modificações são mediadas no 

endotélio (GEARY, KRAUSE, DUCKLES, 1998) dependentes do oxido nítrico (NO), 

de alguns prostanoides e do fator hiperpolarizante derivado do endotélio-EDHF (LIU 

et al., 2001). Mudanças nos níveis de estrógeno em fases do ciclo estral (DIOMEDI 

et al., 2001; KREJZA et al., 2004) e em situações pós-ovariectomia, causam 

modificações do endotélio e nos níveis de NO (LIU et al., 2001). A enzima epóxido 

hidrolase envolvida no metabolismo do EDHF é suprimida pelo estrógeno 

(KOERNER et al., 2008), fato que aumenta a concentração do ácido 
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epoxieicosatrienóico – EET que potencializa a capacidade vasodilatadora, em 

resposta à oclusão vascular por AVE (KOERNER et al., 2008). A vasodilatação da 

artéria cerebral média (ACM), em ratas fêmeas, mediadas por EDHF é considerada 

tênue em relação a ratos machos (GOLDING, KEPLER, 2001), sendo que em 

fêmeas ovariectomizadas há recuperação da vasodilatação pela reposição do 

estrógeno (GOLDING, KEPLER, 2001). 

 

1.2.3  Atuação sobre a funcionalidade de barreira hematoen cefálica 
(BHE) 

 

 Hormônios esteroides sexuais modificam a regulação da permeabilidade à 

água (DIETRICH, 2004) e no AVE os hormônios esteroides sexuais parecem 

influenciar no tamanho do edema cerebral (JONES et al., 2005). A funcionalidade da 

barreira hematoencefálica (BHE) é influenciada pelos hormônios esteroides sexuais 

(DIETRICH, 2004) e a reposição hormonal possibilita maior permeabilidade a alguns 

traçadores no encéfalo e diminui o extravasamento de corantes ao bulbo olfatório e 

hipocampo, indicando um fechamento da barreira. A permeabilidade em várias áreas 

do encéfalo, em ratos fêmeas, é aumentada após ovariectomia (BAKE, SORHABJI, 

2004; DIETRICH, 2004). 

  

1.2.4  Influência na inflamação cerebrovascular  

  

 A atividade hormonal desempenha um efeito potencial nas doenças 

vasculares e na lesão isquêmica cerebral (JONES et al., 2005) e os hormônios 

esteroides sexuais (HES) influenciam processos inflamatórios desencadeados no 

encéfalo (SUNDAY et al., 2006), sendo que a reposição hormonal diminui a adesão 

de leucócitos nos vasos sanguíneos (SANTIZZO, PELLIGRINO, 1999; SANTIZO et 

al., 2000). Os esteroides sexuais inibem a expressão de moléculas de adesão por 

células endoteliais cerebrais (DIETRICH, 2004; GALEA et al., 2002). A COX-2, 

proteína que atua no processo inflamatório, induz a formação do mediador 

inflamatório PEG2 (OSPINA et al., 2004) e a reposição hormonal suprime a COX-2 , 

consequentemente, a produção de PEG2 nos vasos sanguíneos após o AVE 

(OSPINA et al., 2004; SUNDAY et al., 2006). Outro mediador inflamatório NOS- 
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oxido nítrico sintetase é suprimido por HES em vasos sanguíneos após um AVE 

(PARK et al., 2006; RAZMARA, DUKLES, KRAUSE, 2005). 

 A via NF-kB está envolvida com a expressão de vários mediadores 

inflamatórios vasculares (DEATH et al., 2004; GALEA et al., 2002; OSPINA et al., 

2004). Os esteroides sexuais atenuam essa via molecular durante o AVE (WEN et 

al., 2004) e executam funções pró-inflamatórias em vasos sanguíneos cerebrais 

(RAZMARA et al., 2005). Em animais que receberam tratamentos com HES os 

efeitos pró-inflamatórios foram mais evidentes (DEATH et al., 2004; RAZMARA; 

DUKLES, KRAUSE, 2005), pois os HES suprimem a resposta inflamatória e a 

expressão de NOS no cérebro após um AVE (GIBSON et al., 2005). 

 Hormônios esteroides sexuais aumentam a produção e/ou a sensibilidade a 

fatores vasodilatadores (CHRISSOBOLIS, SOBEY, 2004; OSPINA et al., 2004), 

sendo que o oxido nítrico (NO), prostanoides e EDHF (Fator Hiperpolarizante 

Derivado do Endotélio) estão envolvidos nesse processo (MOMOI, IKOMI, 

OHHASHI, 2003). 

   

1.3  EPIDEMIOLOGIA DAS DESORDENS NEURONAIS  

 

Patologias agudas e crônicas do sistema nervoso central (SNC) e periférico 

(SNP) afetam um considerável contingente de pessoas em diversas regiões do 

mundo (LO, DALKARA, MOSKOWITZ, 2003), por isso Investigar para conhecer os 

mecanismos que desencadeiam os fatores responsáveis pelos déficits adquiridos 

após o acometimento dessas patologias é de fundamental importância para melhor 

avaliação clínica e utilização de abordagens terapêuticas adequadas (LO, 

DALKARA, MOSKOWITZ, 2003).  

Essas doenças demandam um custo financeiro ao sistema de saúde pública 

e deixam sequelas irreversíveis nos indivíduos acometidos, ocasionando 

incapacidade e invalidez na faixa etária adulta (CARMICHAEL, 2005). O quadro de 

desordens neuronais coloca o Brasil em sexto lugar em casos, quando comparado a 

outros países da América Latina (OMS-2003). A morbidade por doenças neuronais e 

cardíacas supera os casos de óbitos por doenças infecciosas (LOTUFO, 

BENSENOR, 2007). No EUA e em países da Europa um número elevado de 

pessoas morre em consequência dessas patologias (TAYLOR et al., 1996). Entre as 

doenças neuronais agudas mais importantes, destacam-se o acidente vascular 
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encefálico (MITSIOS et al., 2006), lesão aguda da medula espinhal e o trauma 

crânio encefálico (GOMES-LEAL, 2004).  

Evidências clínicas e epidemiológicas reforçam que o risco ao AVE e as 

medidas de tratamentos adotadas estão relacionados ao gênero e aspectos 

fisiológicos (VAGNEROVA, KOERNER, HURN, 2008). O acidente vascular 

encefálico tem maior incidência nos homens (SUDLOW, WARLOW, 1997) e os 

acidentes transitórios em homens são estimados em 2,7% na faixa etária de 65-69 

anos e 3,6 % entre 75-79 anos (ROSAMOND et al., 2007). Em mulheres os 

acidentes transitórios assumem valores de 1,6% entre 65-69 anos e de 4,1% nas 

idades de 75-79 anos (ROSAMOND et al., 2007). Esse padrão sexualmente 

dimórfico está presente em crianças e estende-se até a idade próxima a menopausa 

(FULLERTON et al., 2003; GOLOMB et al., 2009 ). 

Estudos sobre a incidência, comprometimento físico e mortalidade 

(ROSAMOND et al., 2007) enquadram o AVE como a segunda causa de morte no 

mundo (ROSAMOND et al., 2008; ZHANG, CHOPP, 2009) e a principal complicação 

orgânica que leva às disfunções físico-neurológicas, frequentemente, graves e 

permanentes (DOBKIN, 2005; LEGG, LANGHORNE, 2004). Aproximadamente 47% 

dos afetados por AVE adquirem sequelas motoras (DERUGIN, 2003; DOBKIN, 

2005; LEGG, LANGHORNE, 2004; TUREYEN et al., 2005) e passam a depender de 

cuidados especiais, onerando os gastos hospitalares e de reabilitação (ZHANG, 

CHOPP, 2009; LEGG, LANGHORNE, 2004; DOBKIN, 2005).  

As considerações expostas justificam a importância de abordagens 

experimentais e clínicas que proporcionem tratamentos mais eficientes aos 

indivíduos acometidos por desordens neuronais agudas e crônicas. 

  

 

1.4  HIPÓTESE EXPERIMENTAL  

 

Evidências clínicas e epidemiológicas reforçam que o risco de acidente 

vascular encefálico e as medidas de tratamentos adotadas após a lesão isquêmica 

estão relacionados aos aspectos fisiológicos dos pacientes (VAGNEROVA et al., 

2008) e que as diferenças nos padrões da lesão são atribuídos a efeitos diversos, 

resultantes dos processos iônicos e bioquímicos posteriores à privação de oxigênio 

no parênquima cerebral (BROUNS, DE DEYN, 2009; DOYLE, SIMON, ZTENZEL-

POORE,  2008; HURN,  BRASS, 2003). 
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Diversos modelos experimentais de AVE em ratos (VANUCCI et al, 2001) 

proporcionam patologia semelhante à encontrada em humanos (ALKAYED et al., 

1998) e  esses modelos tornam-se mecanismos práticos importantes para avaliar a 

morte celular, a progressão da lesão, as respostas inflamatórias e os déficits 

motores resultantes da lesão isquêmica (DOBKIN, 2005; LEGG, LANGHORNE, 

2004). Os processos presentes em outros tipos de lesões agudas do SNC são 

influenciados por características fisiológicas específicas a cada gênero (ALKAYED et 

al., 2000; ORSHAL,  KHALIL, 2004). 

 Tecidos vasculares cerebrais expressam receptores específicos e enzimas 

metabólicas (MENDELSOHN, KARAS, 1999) que parecem mediar os efeitos dos 

hormônios esteroides na circulação cerebral (DAN et al., 2003). Estudos 

experimentais e clínicos demonstram que o fluxo sanguíneo aumenta em função da 

presença de certo hormônio na circulação cerebrovascular (ALKAYED et al., 2000; 

BAIN et al., 2004), atuando na funcionalidade da barreira hematoencefálica e da 

rede de capilares cerebrais (DIETRICH, 2004). Essas alterações nos níveis 

hormonais (BAKE, SORHABJI, 2004) modificam processos inflamatórios nas 

doenças vasculares e na lesão isquêmica cerebral (SUNDAY et al., 2006) 

suprimindo a excitotoxicidade (SINGER et al., 1996; SMITH et al., 1987), a apoptose 

(ALKAYED et al., 2001; ALKAYED et al., 2000), a toxicidade (GOODMAN et al., 

1996), a formação de edema (ROOF et al., 1994; ROOF, DUVDEVANI,STEIN, 1993) 

e a produção de antioxidantes (AYRES et al., 1998; BRUCE-KELLER et al., 2000).  

Essa condição cerebrovascular regula outros fatores (GOLLAPUDI, 

OBLINGER et al., 1999; TORAN-ALLERAND, SINGH, SÉTALÓ, 1996) e a função 

anti-inflamatória (HUNT et al., 1997; SALEM, HOSSAIN, NOMOTO, 2000) altera o 

número de micróglia ativa (LEI et al., 2003), modifica a adesão e migração de 

leucócitos intravasculares no cérebro (SANTIZO et al., 2000) e a reatividade 

astrocitária após o AVE (WEN et al., 2004). As evidências neuroprotetoras, 

estendem-se durante uma janela temporal (WEN et al., 2004) dependente do 

gênero, do tipo celular e do local da lesão isquêmica (CHOI et al., 2004; KELLY, 

QIU, RONNEKLEIV, 2003;  WANG et al., 2006). 

  Nessa pesquisa induzimos lesão focal isquêmica por injeção de endotelina-1 

no corpo estriado de ratos adultos Lister Hooded para investigar a hipótese de que o 

padrão histopatológico e a resposta inflamatória da lesão isquêmica comportam-se 

distintamente em machos e fêmeas. 
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1.5  OBJETIVOS 

 

1.5.1  Geral  

 

 Investigar, comparativamente, a histopatologia e a resposta inflamatória da 

lesão focal isquêmica, por injeções de endotelina-1, no corpo estriado de ratos 

adultos Lister Hooded, machos e fêmeas. 

 

1.5.1.1  Específicos 

 

���� Comparar o padrão histopatológico da lesão focal isquêmica no 

estriato. 

���� Descrever a distribuição e o número de células inflamatórias 

(micróglia/macrófagos) que migram à área de lesão, após a lesão focal 

isquêmica. 

���� Descrever a reatividade astrocitária e a morte dessas células na 

periferia e centro da lesão. 

���� Avaliar, quantitativamente, a perda neuronal provocada por injeções de 

endotelina-1. 
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2  MATERIAIS E MÉTODOS  

 

2.1  ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS 

  

Foram utilizados 24 ratos da linhagem Lister Hooded, machos e fêmeas 

adultos, pesando entre 250-350 g. Os animais ficaram alojados em gaiolas contendo 

4-5 animais, com água e comida na proporção ideal a cada exemplar. Os 

procedimentos experimentais foram executados conforme aprovado pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa com Animais de Experimentação da Universidade Federal do 

Pará, objetivando reduzir ao máximo o sofrimento e a ansiedade nos animais.  

O protocolo delineou a formação de três grupos de animais experimentais, 

conforme disposição na tabela abaixo: 

 

TABELA 1. Grupos Experimentais, descrição e quantidade de animais por grupo. 

Grupos  Descrição  Número  

M/F-I7d 
Animais machos e fêmeas que receberam todos os 
procedimentos cirúrgicos e a indução de isquemia com ET-1. 
Com sobrevida de 7d. 

8 

M/F-I3d 
Animais machos e fêmeas que receberam todos os 
procedimentos cirúrgicos e a indução de isquemia com ET-1. 
Com sobrevida de 3d. 

8 

M/F-I1d 
Animais machos e fêmeas que receberam todos os 
procedimentos cirúrgicos e a indução de isquemia com ET-1. 
Com sobrevida de 1d. 

8 

 

2.2  PROCEDIMENTOS PRÉ-CIRÚRGICOS 

 

Os animais foram adquiridos com seis meses de antecedência da data 

prevista para o inicio das cirurgias, ambientados em gaiolas-padrão e manipulados 

sobre balança de precisão para acompanhamento do ganho de massa corpórea 

ideal ao momento da cirurgia.  
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2.3  INDUÇÃO DE ISQUEMIA FOCAL POR MICROINJEÇÕES DE 
ENDOTELINA-1 

 

Antes dos procedimentos cirúrgicos os animais foram anestesiados com 

uma mistura de cloridrato de cetamina (Vetanarcol®, Köning. 72 mg/Kg) e cloridrato 

de xilazina (Kensol®, Köning. 9 mg/Kg). Verificada a ausência dos reflexos de 

retirada de pata e corneano, os animais foram colocados sobre um aparelho 

estereotáxico (Insight® EFF-336), sob a proteção de uma manta térmica. 

As coordenadas adotadas a partir do bregma foram: +1,0 mm, anterior; 

+2,5mm, médio-lateral; e –4,5 mm, dorso-ventral, a partir da superfície cortical. Uma 

incisão longitudinal feita com bisturi expôs a caixa craniana e no ponto especificado 

pelas coordenadas estereotáxicas, realizou-se craniotomia com auxílio de broca 

cirúrgica odontológica de baixa rotação para exposição da superfície cortical. 

Com auxílio de uma micropipeta de vidro graduada (Sigma-Aldrich, 

Hirschmann) foi injetado 80 pMols, diluída em 1 µL de corante azul colanil, de modo 

a permitir a localização da área de injeção. A micropipeta permaneceu fixa por cinco 

minutos no parênquima neural para evitar possíveis refluxos. 

Após os procedimentos cirúrgicos, os ratos foram observados, em intervalos 

regulares, visando o monitoramento da recuperação e da evolução dos sintomas 

causados pelo dano isquêmico, mantidos em gaiolas-padrão individuais durante o 

tempo de sobrevida de 1, 3 e 7 dias. 

 

2.4  PERFUSÃO E PROCESSAMENTO HISTOLÓGICO 

 

Ao término do período de sobrevida de cada grupo experimental, os animais 

foram anestesiados com cloridrato de cetamina (Vetanarcol®, König 72mg/kg) e 

cloridrato de xilazina (Kensol®, König. 9mg/kg). Abolidos os reflexos de retirada da 

pata e corneano foram perfundidos na região do ventrículo esquerdo do coração 

com 300-400 ml de tampão fosfato salina (PBS 0,1M; 0,9%; ph 7,2 – 7,4) 

heparinizada, seguido de 300-400 ml de paraformaldeído a 4% em tampão fosfato 

(PB 0,1M; pH 7,2 – 7,4). 

Os encéfalos foram retirados e pós-fixados por 24 horas em paraformaldeído 

4% tamponado. Em seguida, foram crioprotegidos em soluções com concentrações 
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crescentes de sacarose a 25%, 50%, 100% diluídos em mistura de glicerina com 

tampão fosfato 0,05 M- pH 7,2 – 7,4. 

Após a crioproteção, os encéfalos foram incluídos em TissueTek® (Sakura) 

para congelamento a -35ºC em câmara de criostato (Microm HE 505E) e, 

posteriormente, seccionadas por navalhas INOX fixadas em criostato. As secções de 

20µm foram montadas em lâminas histológicas gelatinizadas e conservadas em um 

freezer a -20ºC para uso posterior em protocolos de histoquímica e imuno-

histoquímica.  

 

2.5  ANÁLISES HISTOPATOLÓGICAS E IMUNOHISTOQUÍMICA 

 

2.5.1  Análise histopatológica geral  

 

A análise histopatológica foi realizada pela coloração de Nissl-Violeta de 

cresila que permite a visualização de corpos celulares e a perda dos mesmos em 

situações patológicas (DOS SANTOS et al., 2007; LIMA et al., 2008; GUIMARAES et 

al., 2009). 

Para identificar o local exato da lesão isquêmica, observaram-se secções 

coradas em diferentes pontos, anteriores e posteriores à área de injeção de 

endotelina-1. As secções mais próximas do centro da lesão foram escolhidas para 

análise histopatológica. 

 

2.6  IMUNO-HISTOQUÍMICA 

 

A presença de micróglia/macrófagos ativados foi identificada pela 

imunomarcação com anticorpo ED-1 (1:200, Serotec) que reconhece um epítopo na 

membrana de lisossomos de macrófagos ativados (ROBINSON, WHITE, MASSON, 

1986). Corpos neuronais foram marcados com o anticorpo anti-NeuN (1:100, 

Chemicon-Millipore) que marca um epítopo específico no núcleo de neurônios 

maduros (MULLEN, BUCK, SMITH, 1992). Astrócitos foram marcados por anti-GFAP 

(Dako®, Z0334, 1:1000) que marca a proteína acídica fibrilar glial importante na 

identificação da forma e do movimento de astrócitos (FAHMY, MOFTAH, 2010).  
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De acordo com trabalho de Gomes-Leal et al.(2002) procedeu-se à retirada 

das secções aderidas às lâminas microscópicas mantidas ao freezer, colocando-as 

na estufa (Brasdonto, BrClave) a 40 ºC por 20 minutos. Em seguida, as secções 

foram delimitadas com Pap-PEN (Invitrogen), de modo a concentrar por mais tempo 

as gotas de soluções por cima delas despejadas; lavadas em PBS, por 3 minutos, 

para remoção do excesso de TissueTek; imersas em tampão borato (0,2M; ph 9,0; 

Nuclear) à temperatura constante de 65ºC, por 25 minutos. Após esta fase, as 

secções ficaram 20 minutos à temperatura ambiente, depois lavadas em PBS, por 3 

minutos, e submetidas ao tratamento com solução de metanol (QEEL) – peróxido de 

hidrogênio (H2O2, Merck) na proporção de 1ml de H2O2 para cada 100 ml de metanol 

absoluto, sob agitação constante. Foram lavadas, por 3 vezes, (3 minutos cada) em 

solução PBS/Tween (Sigma-Aldrich®) e incubadas por 1hora em soro normal de 

cavalo a 10% (para ED-1 e NeuN) ou soro normal de cabra (para anti-GFAP) em 

câmara úmida. Após a incubação em anticorpo primário, as secções foram lavadas 

por 3 vezes (3 minutos cada) na solução de PBS/Tween® e incubadas por 2 horas 

no anticorpo secundário biotinilado anti-camundongo feito em cavalo (1:100 , ED-1; 

1:200, NeuN), ou anti-coelho feito em cabra (1:200, GFAP). Após esse período, 3 

lavagens foram realizadas (3 minutos cada) em PBS/Tween® para que as secções 

fossem incubadas no complexo Avidina-Biotina Peroxidade (Vector®, kit ABC 

Vectastain®) por 2 horas. As secções foram lavadas 4 vezes (3 minutos cada) antes 

da revelação utilizando diaminobenzidina (DAB; Sigma-Aldrich). As secções foram 

incubadas em uma solução contendo 250ml de PB 0,1M (pH 7,2–7,4),  juntamente 

com 125mg de DAB e 130µl de H2O2. As secções foram monitoradas em 

microscópio óptico até que a intensidade da reação ficasse adequada. Após o 

término da revelação as secções foram lavadas em PB 0,1M (pH 7,2–7,4), 

desidratadas em gradientes de álcool /xileno e montadas em Entellan (Merck). 

  

2.7  ANÁLISE QUALITATIVA 

  

As secções de todos os grupos experimentais, marcadas pelos métodos 

imuno-histoquímicos e histoquímicos foram analisadas em microscópio óptico 

binocular (Eclipse- E200MV R). As imagens dos campos representativos foram 

obtidas com auxílio de uma câmera digital (Moticam®-5500- 5Mpixels) acoplada ao 

microscópio óptico (Nikon®, ECLIPSE 50i). 
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2.8  ANÁLISE QUANTITATIVA 

 

2.8.1  Método de contagem  

 

Os números de macrófagos ativados (células ED1+) e os corpos neuronais 

(células NeuN+) de todos os grupos experimentais foram obtidos utilizando-se um 

microscópio binocular (Eclipse- E200MV R) com uma gradícula de área 0,0625 mm2 

acoplada à ocular, com o foco do campo escolhido na objetiva de 40X. Utilizou-se 

nas contagens três secções por lâmina, todo campo ao redor de lesão por secção e 

quatro animais para cada grupo experimental.  

 

2.9  ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

A análise estatística foi realizada por análise de variância um critério e teste 

de correção de Tukey. O nível de significância estipulado foi de p<0,05 (ANOVA, um 

critério, posthoc Tukey, p<0,05). A construção gráfica e a análise estatística 

realizada no programa Biostat 5.0. 
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3  RESULTADOS  

 

3.1  ANÁLISE HISTOPATOLÓGICA DA LESÃO ISQUÊMICA NO 
ESTRIATO DE RATOS FÊMEAS E MACHOS, APÓS MICROINJEÇÕES DE 
ENDOTELINA-1. 

 

Microinjeções de 80 pMols de endotelina-1 no corpo estriado de ratos Lister 

Hooded adultos jovens, machos e fêmeas, ocasionaram perda tecidual e infiltrações 

de células na região isquêmica, evidenciada por meio de coloração de violeta de 

cresila (figura 2). Em machos e fêmeas 1dia após lesão isquêmica o concentrado de 

células inflamatórias era visível. 

A tendência persistiu no tempo de sobrevida de 3 dias mostrando uma 

infiltração mais intensa em fêmeas. 

Com 7 dias após a lesão isquêmica o infiltrado de células inflamatórias 

permaneceu evidente com uma densidade aparentemente muito superior àquela 

verificada em 24 e 72 horas de lesão, em ambos os sexos. 

O tempo de sobrevida de 7 dias foi aquele em que melhor se observou a 

diferença dos infiltrados entre ambos os sexos, tendendo a uma maior presença de 

células inflamatórias no macho. 
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Figura 2. Análise histopatológica em Violeta de cresila da área de lesão e distribuição do número 

de leucócitos (neutrófilos ou macrófagos) ao redor do centro de lesão focal isquêmica. À 
esquerda: ratos machos isquêmicos; à direita: ratos fêmeas isquêmicos. Linha superior: 1 dia; 

Linha média: 3 dias; Linha inferior: 7 dias. Setas: em 1 dia apontam para células 

polimorfonucleares – neutrófilos; em 3 e 7 dias apontam para a célula inflamatórias – 

macrófagos ativados. Barra de escala: 300 µm (A, C, E, G, I, L); 50 µm ( B, D, F, H, J, M). 



35 

3.2  DISTRIBUIÇÃO E NÚMERO DE MACRÓFAGOS/MICRÓGLIAS 

ATIVADOS NA ÁREA DE LESÃO APÓS MICROINJEÇÕES DE ENDOTELINA-1. 

 

 

A ativação microglial/macrofágica revelada pela imuno-histoquímica para 

ED-1 permitiu a verificação da distribuição e número de células ED-1+ na área focal 

isquêmica em ambos os gêneros (figura 3). 

A especificidade do marcador mostrou que em todos os grupos 

experimentais a distribuição microglial/macrofágica concentrou-se no centro e na 

região peri-infarto da lesão isquêmica. Verificou-se que em 24 horas a ativação das 

células não apresentou muita diferença entre machos e fêmeas; em 72 horas o 

número de macrófagos/micróglia ativados foi maior em fêmeas. Essa observação 

não se estendeu ao tempo de 7 dias, pois a ativação microglial foi se assemelhava 

ao tempo de 24 horas após lesão isquêmica. 

A verificação de gênero mostrou que em fêmeas o número de 

macrófagos/micróglia ativados foi mais elevado no tempo de 72 horas; o que não se 

verificou nos machos, onde a progressão no número de macrófagos/micróglia não 

pareceu significativa (Gráfico 1). 
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Figura 3 . Ativação e quantificação microglial na área de lesão focal isquêmica. À esquerda : 
ratos machos isquêmicos; à direita : ratos fêmeas isquêmicos. Linha superior : 1 dia; Linha 
média : 3 dias; Linha inferior : 7 dias. Setas  apontam para células ED1+ – Macrófagos 
ativados. Barra de escala : 300 µm (A, C, E, G, I, L); 50 µm (B, D, F, H, J, M). 
  

N 
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Gráfico 1.  Quantificação de células ED1+ imunomarcadas na área de lesão focal isquêmica 
em 1, 3 e 7 dias após lesão, comparando machos e fêmeas.  
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3.3  DISTRIBUIÇÃO E REATIVIDADE DE ASTRÓCITOS NO CENTRO E NA 

REGIÃO PERI-INFARTO DA LESÃO ISQUÊMICA APÓS MICROINJEÇÕES DE 

ENDOTELINA-I. 

 

A avaliação da reatividade astrocitária no estriato isquêmico de ratos 

machos e fêmeas foi analisada por imuno-histoquímica com o anticorpo anti-GFAP. 

Esse procedimento mostrou que a distribuição das células GFAP+ foi mais evidente 

na região peri-infarto.  

Em ratos machos a reatividade astrocitária foi mais intensa no intervalo de 

tempo de 1 e 7 dias após lesão isquêmica, quando comparado às fêmeas nessa 

mesma janela temporal. No intervalo de tempo de 72 horas após o evento isquêmico 

o padrão de reatividade astrocitária foi similar entre os gêneros. 

Em ratos machos a reatividade astrocitária não se evidenciou de forma 

progressiva e no intervalo de 72 horas após o evento isquêmico houve nítida 

diminuição da reatividade. Em fêmeas esse resultado não foi evidenciado, mas uma 

nítida diminuição da reatividade astrocitária aos tempos de sobrevida após lesão 

isquêmica. 

Em ratos machos o aumento da reatividade astrocitária expôs um corpo 

celular maior, com ramificações curtas e espessas, características morfológicas de 

ativação astrocitária, condição fracamente evidenciada nas fêmeas. A característica 

morfológica alterada próximo do centro de lesão indica menor reatividade dessas 

células nessa área (Figura 4). 
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Figura 4 . Distribuição e reatividade de astrócitos após lesão focal isquêmica. À 
esquerda : ratos machos isquêmicos; à direita : ratos fêmeas isquêmicos. Linha 
superior : 1 dia; linha média : 3 dias; Linha inferior : 7 dias. Setas  apontam para 
células apresentando intensa astrocitose. Pontas de setas  apontando para 
astrócitos com baixa reatividade. Barra de escala : 300 µm (A, C, E, G, I, L); 50 µm 
(B, D, F, H, J, M). 
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3.4  PERDA NEURONAL CAUSADA PELA LESÃO ISQUÊMICA, APÓS 

MICROINJEÇÕES DE ENDOTELINA-1 

 

A imunomarcação com NeuN mostrou que houve perda neuronal nos grupos 

experimentais de machos e fêmeas em todos os tempos de sobrevida, sendo que a 

análise quantitativa das células marcadas (NeuN+) mostrou uma perda de corpos 

neuronais nos tempos de sobrevida de 1 e 7dias, mas em ratos machos essa perda 

foi maior. No intervalo de três dias após a injeção o número de células Neu-N+ 

revelou a maior perda de corpos neuronais em fêmea. 

 Isoladamente nas fêmeas a perda neuronal teve um padrão similar nos 

tempos de 1 e 3 dias após lesão, mas no período de 7 dias a diminuição no número 

de células NeuN+ revela maior perda neuronal. Em machos a evolução da perda 

neuronal pareceu ser similar nos tempos de 1 e 7 dias, mas claramente diferente no 

intervalo de 3 dias (Figura 5). 

 

 
Gráfico 2 . Quantificação de células NeuN+ imunomarcadas na área de lesão focal 

isquêmica em 1, 3 e 7 dias após lesão. Comparação entre machos e fêmeas. 
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4  DISCUSSÃO 

 

Na presente pesquisa o modelo de isquemia adotado possibilitou a indução 

de lesão focal isquêmica no corpo estriado de ratos da linhagem Lister Hooded, 

machos e fêmeas. Após um, três e sete dias do estabelecimento da lesão foram 

investigados: o padrão de lesão, a infiltração e distribuição de células inflamatórias e 

a perda neuronal na região lesionada.  

Em todos os grupos experimentais foram verificadas diferenças na perda 

neuronal, na reatividade astrocitária e no número de células inflamatórias, micróglia 

e/ou macrófagos ativados, com células distribuindo-se no centro e ao redor da lesão. 

Apesar dos mecanismos de reposta celular ainda não serem, totalmente, bem 

estabelecidos sabe-se que após um evento isquêmico há ação fisiologicamente 

diferente, de certos compostos específicos, e a ativação de vias bioquímicas podem 

promover respostas distintas. 

Os infiltrados de células inflamatórias foram efetivos nos três tempos de 

sobrevida e essa atividade celular condiz com os resultados obtidos em trabalhos 

anteriores de Dos Santos  et al. (2007), Vagnerova et al. (2008), Zhang et al. (2003) 

que relataram intensa migração dessas células para região lesionada e a influência 

sobre elas de mecanismos moleculares relacionados com o dimorfismo sexual. 

Hoffman et al. (2006) sugerem que esses efeitos são conferidos aos hormônios 

gonadais.  

A perda neuronal verificada nos gêneros está de acordo com os trabalhos de 

Du et al. (2004), Mccullough et al. (2005), Renolleau et al. (2007) que sugerem a 

participação de vias bioquímicas sinalizando a ativação do mecanismo de morte 

celular. Essas vias são dependentes da enzima oxido nítrico sintase neuronal 

(nNOS), da enzima poli(ADP)ribose polimerase (PARP), da citocromo C e da 

ativação de caspases (LANNG,  McCULLOUGH, 2008; McCULLOUGH et al., 2005). 

Em estudos realizados por Du et al. (2004) a inibição de nNOS protegeu neurônios 

em machos, mas não teve efeito em fêmeas após acidente vascular encefálico 

(AVE). O nível de PARP em ratos machos após AVE é elevado quando comparado 

com fêmeas intactas de mesma idade (BRANN et al., 2007; MABLEY et al., 2005). 

Em trabalhos de Andrabi et al. (2006) com ratos machos e fêmeas  PARP-/-  a 

diminuição da lesão após AVE foi menor nos machos, reforçando a participação da 

PARP no mecanismo de morte celular nesse gênero. Em fêmeas esse mecanismo 

parece ser ativado após a formação de um complexo de transição entre a citocromo 
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C (Cito C) e um substrato, com a posterior ativação de enzimas caspases (DU et al., 

2004). Essas considerações podem justificar o padrão de lesão e a perda neuronal 

em machos e fêmeas após a lesão estriatal. 

Algumas áreas no encéfalo são mais tolerantes aos traumas (ZHANG et al., 

2003; LIEB et al., 1995; DU et al., 2004) e em um AVE a perda neuronal e as 

respostas celulares ao processo de inflamação progridem durante a injúria cerebral, 

em regiões próximas e/ou distantes da lesão (VAGNEROVA et al., 2008; 

SCHILLING et al., 2003). A ativação microglial é evidente nesse processo 

inflamatório (SCHILLING et al., 2005; SCHILLING et al., 2003), sendo que nesse 

estudo as células microgliais distribuíram-se ao redor e no centro da lesão, com 

diferenças no número de células ativadas em 1, 3 e 7 dias após o evento isquêmico, 

em ambos os gêneros, de acordo com os resultados de Jiang et al. (2005), que 

relataram a ativação dessas células como sendo influenciadas  pelo dimorfismo 

sexual. 

A resposta astrocitária é um marcador da resposta celular ao AVE (STOLL et 

al., 1998), sendo que a passagem do estado não ativado ao ativo está associado 

com a forte expressão da GFAP-proteína acídica fibrilar glial (GFAP) (PEKNY, 

NILSSON, 2005). Durante o AVE a GFAP é um marcador de lesão neuronal 

(HERRMANN, EHRENREICH, 2003) e nesse estudo reatividade astrocitária foi 

observada em todos os grupos experimentais nos tempos de 1, 3 e 7 dias após a 

lesão. A reatividade astrocitária não ocorreu de forma progressiva, sendo observada 

diminuição da reatividade astrocitária após 3 dias da lesão isquêmica nos machos e 

em 3 e 7 dias nas fêmeas. Essas diferenças podem ser justificadas pela influência 

que os hormônios esteroides têm sobre a ativação dessas células. 

 Herrmann et al. (2003) relataram que em ratos machos há forte correlação 

dos níveis de testosterona com o aumento da resposta astrocitária e a morte 

neuronal, justificando neste grupo a morfologia característica de ativação dessas 

células após AVE. Em fêmeas essas diferenças estão relacionadas às fases do ciclo 

estral em que a mesma se encontra durante o evento isquêmico (ZHU et al., 2004; 

WENG, KRIZ, 2007). 
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5  CONCLUSÃO 

 

Nesse trabalho foi investigado se o dimorfismo sexual pode influenciar o 

padrão de lesão, a perda neuronal e as respostas das células inflamatórias após 

acidente vascular encefálico (AVE), induzido por microinjeções de endotelina-1, no 

estriado de ratos, machos e fêmeas da linhagem Lister Hooded. 

Os resultados revelaram diferenças na perda neuronal, na infiltração, 

distribuição e ativação das células inflamatórias no centro e na região peri-infarto 

nos tempos de sobrevida 1, 3 e 7 após a indução da lesão. O padrão de perda 

neuronal, a migração e ativação celular verificados podem ser atribuídas a marcados 

efeitos da diferença sexual sobre a resposta celular após indução isquêmica, sendo 

que o aumento e/ou a diminuição dessas respostas podem ter um significado 

funcional diferente em machos e fêmeas, sem refletir, diretamente, a extensão da 

lesão isquêmica. 

O AVE é uma patologia sexualmente dismórfica observada em humanos de 

todas as idades e os modelos experimentais de isquemia realizados em animais 

proporcionaram um padrão de lesão semelhante, sendo possível a investigação das 

respostas celulares ao evento isquêmico. Hormônios esteroides sexuais originados 

em gônadas e/ou localmente influenciam essas respostas. 

Diversos trabalhos divulgados na literatura sugerem que os mecanismos 

envolvidos no processo de morte celular, após AVE, são ativados por vias 

bioquímicas distintas em machos e fêmeas. Esses eventos são responsáveis pela 

morte e/ou sequelas motoras em ambos os gêneros. O entendimento dos 

mecanismos sexo-específicos relacionados com a lesão isquêmica cerebral tornam-

se importantes na busca do desenvolvimento de terapias mais efetivas para essa 

patologia.  
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