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RESUMO 

O acidente vascular encefálico (AVE) resulta de redução permanente ou transitória do 

fluxo sanguíneo para áreas encefálicas. Pode ser classificado como hemorrágico ou 

isquêmico. Sendo que o último é responsável por cerca de 87% dos casos. Esta desordem 

aguda é a segunda maior causa de mortalidade e incapacidade no mundo e a principal 

causa de mortes no Brasil. Desde que o AVE isquêmico em pacientes usualmente resulta 

de oclusão trombótica ou embólica na maior artéria cerebral, mais frequentemente da 

artéria cerebral média (MCA), modelos de isquemia cerebral experimental foram 

desenvolvidos para simular a doença humana. Neste estudo, investigou-se os efeitos do 

sesquiterpeno betacariofileno, encontrado em cerca de 40% do extrato puro de copaiba, 

após oclusão de MCA (MCAO) induzida por microinjeções de endotelina-1 (ET-1) em 

ratos adultos. Analisou-se qualitativamente a área de lesão (através da técnica de Nissl) e 

por imunohistoquímica para neurônios maduros (NeuN), ativação microglial/macrofágica 

(ED1) e astrócitos (GFAP). Quantificou-se o número de células NeuN+ e GFAP+ no 

estriado isquêmico nos tempos de sobrevida investigados. Foi observado que o tratamento 

com betacariofileno reduziu a ativação microglial nos animais tratados em coparação aos 

animais controle. O número de células NeuN+ permaneceu maior em animais tratados com 

betacariofileno 3 e 7 dias após a MCAO. O tratamento com betacariofileno mostrou-se 

significativamente eficaz na redução da reatividade astrocitária 7 dias após-MCAO. Estes 

resultados sugerem que o tratamento com betacariofileno inibe satisfatoriamente a ativação 

microglial/macrofágica e reduz a reatividade astrocitária concomitante com indução de 

neuroproteção após MCAO. Considerando-se que o betacariofileno é um extrato dietético 

natural com comprovados fatores anticarcinogênico, anti-inflamatório e antimicrobiano 

utilizado em tratamentos de doenças humanas não neurais, e por possuir baixo teor de 

toxicidade, o seu uso como agente neuroprotetor poderá minimizar a lesão e danos 

neurológicos subsequentes após AVE em humanos. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Acidente Vascular Encefálico. Betacariofileno. Inibição microglial. 
Inibição astrocitária. Neuroproteção. 

APOIO FINANCEIRO: CNPQ 
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ABSTRACT 

  

Stroke results from the transitory or permanent reduction of cerebral blood flow. It can be 

classified as hemorrhagic or ischemic. Ischemic stroke is responsible for around 87% of all 

cases. This acute neural disorder is the second cause of mortality and disability around the 

world and the main cause of death in Brazil. Since ischemic stroke in patients usually 

results from a thrombotic or embolic occlusion of the middle cerebral artery (MCA), 

experimental models of ischemia have been developed to mimic human stroke. There are 

no neuroprotective drugs available for human stroke. It follows that research on 

development of alternative neuroprotective drugs are of important clinical relevance. In 

this study, we investigated the effects of betacaryophyllene, the main sesquiterpene present 

in about 40% of the copaiba oil-resin composition, on microglial activation, astrocytic 

reactivity and neuronal preservation following experimental MCAO in adult rats. Animals 

were submitted to experimental stroke by microinjections of endothelin-1 (ET-1) and 

treated (i.p) with betacaryophillene (N=4) or vehicle control (N=4) and perfused at 3 days 

or 7 days post-MCAO. Gross histopathology was performed using cresyl violet staining. 

Immunohistochemistry was used to assess neuronal loss (anti-NeuN), microglial activation 

(anti-ED1) and astrocytosis (anti-GFAP). Numbers of NeuN+ and GFAP+ cells were 

quantified in the ischemic striatum.  Betacaryophyllene treatment reduced microglial 

activation, increased neuronal preservation and decreased astrocytic reactivity at 7 days 

post-MCAO.  These results suggest that betacaryophylene modulates neuroinflammation 

and is neuroprotective following experimental striatal. Considering that betacaryophyllene 

is a natural dietetic extract already used in non-neural human diseases with anti-

inflammatory, anti-microbial and anti-carcinogenic properties, its use as a neuroprotective 

agent is a promising future therapy for human stroke. 

 

KEY-WORDS: Stroke. Betacaryophyllene. Microglial Inhibition. Astrocytes reaction. 
Neuroprotection.  

FINNANCIAL SUPPORT: CNPQ 
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1.INTRODUÇÃO 

 

1.1 O ACIDENTE VASCULAR ENCEFÁLICO: CONCEITOS E EPIDEMIOLOGIA 

 

O acidente vascular encefálico (AVE) é a alteração neurológica produzida pela 

falência localizada do suprimento sangüíneo, de caráter transitório ou permanente 

(MEHTA e VEMUGANTI, 2014; DE OLIVEIRA et al., 2014; DOYLE et al., 2008). 

Estatísticas indicam ser uma das maiores causas de morte e a primeira em incapacidade 

dentre todas as demais doenças no mundo, resultando em torno de 6.000.000 de mortes 

anualmente (STINEAR, 2016, WOODRUFF et al., 2011; JIN et al., 2013) e representando 

87% das doenças cerebrovasculares (ARSENE et al., 2011). No Brasil, segundo dados 

revelados pelo o Ministério da Saúde, em 2012, foram registradas cerca de 68 mil mortes 

por AVE naquele ano. A doença representa a primeira causa de morte e incapacidade no 

país, o que gera grande impacto econômico e social, ocupando a sexta posição entre os 

países com maior índice de morte por doença cerebrovascular (LOTUFO, 2005; LOTUFO 

e BENSENOR, 2009). Em 2013, estimou-se 2.231.000 pessoas com AVE e 568.000 com 

incapacidade grave (BENSENOR, 2015). No Brasil, óbitos pela doença cerebrovascular 

superaram em números absolutos os causados pela doença coronariana. Esse padrão resulta 

da maior proporção da doença cerebrovascular em moradores das regiões Norte e Nordeste 

do País e em mulheres e pela hipertensão arterial ter maior impacto na doença 

cerebrovascular do que na coronariana (LOTUFO e BENSENOR, 2013). 

De acordo com a American Heart Association (AHA) (2014), de 2000 a 2010 a 

taxa de mortalidade por AVE aproximou-se de 35,8% e o atual número de mortes diminuiu 

para 22,8%. A cada ano, cerca de 795.000 americanos sofrem de um novo ou recorrente 

evento de AVE. Isto significa que a cada 40 segundos, um caso de AVE acontece em toda 
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a América. Levando a óbito mais de 137.000 pessoas pós-AVE ao ano, resultando em 1 

morte a cada 4 minutos. Quanto ao percentual de eventos por sexo e raça, estimou-se que 

40% dos casos acometeram homens e 60% mulheres (AHA,2014). No Brasil as estatísticas 

demonstram nítida diferença entre brancos, pardos e negros, com carga mais elevada entre 

negros de ambos os gêneros, seguida pelos pardos (LOTUFO e BENSENOR, 2013). 

O AVE é responsável por 5,7 milhões de mortes, de um total de 58 milhões de 

mortes por ano em todo o mundo, representando 10% dos óbitos (LIMA et al., 2015). 

Projeções sugerem que, sem intervenção, o número de mortes por AVE aumentará para 7,8 

milhões em 2030. Mesmo com essa alta taxa de mortalidade em países menos 

desenvolvidos, a exemplo do Brasil, ainda existem poucas informações sobre a prevalência 

de doenças neurológicas (BENSENOR et al., 2015). 

O AVE pode ser classificado em hemorrágico ou isquêmico (LO et al., 2003). O 

AVE isquêmico é responsável por cerca de 87% dos acidentes vasculares encefálicos onde 

a oclusão dos vasos cerebrais pode ocorrer devido a uma trombose local ou embolia, onde 

aproximadamente 80% destes é resultado por oclusão da maior artéria cerebral, a artéria 

cerebral média e seus ramos, gerando isquemia e consequente lesão com redução ou  perda 

total de função neural da área lesionada (LOPES et al., 2016, OLIVEIRA et al., 2014; 

DOYLE et al., 2008), as demais causas de AVE dividem-se em 10% hemorragia 

intracerebral e 3% AVE hemorrágico subaracnóide (DE OLIVEIRA et al., 2014). 

Em 2010, os americanos pagaram cerca de 73,7 bilhões de dólares em tratamentos 

medicamentosos e reabilitação física (AHA, 2011). Nos Estados Unidos, o gasto estimado, 

de 2005 a 2050, incluindo hospitalização, reabilitação e medicamentos é superior a 1,5 

trilhão de dólares (BROWN et al., 2006). No primeiro ano de tratamento, o custo fica 

acima dos 25 mil dólares por paciente (MAHLER et al., 2008). Em países da Europa, a 

hospitalização dos sobreviventes pode representar quase 4 mil Euros (EPSTEIN et al., 
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2008). Variações nos valores investidos dependem do tipo de política de saúde adotada 

(SEKIMOTO et al., 2008), da gravidade do quadro clínico e dos serviços disponibilizados 

ou requeridos, além do tempo decorrido entre início do evento isquêmico e socorro ao 

paciente (FLYNN et al., 2008; MAHLER et al., 2008). 

As manifestações clínicas dos efeitos do AVE são variadas dependendo da região 

cerebral afetada. O sinal mais comum, o qual ocorre com maior frequência na fase adulta, é 

a fraqueza repentina ou dormência da face, braço e/ou perna, geralmente em um lado do 

corpo. Outros sinais frequentes incluem: confusão mental, alteração cognitiva, dificuldade 

para falar ou compreender, engolir, enxergar com um ou ambos os olhos e caminhar; 

distúrbios auditivos; tontura, perda de equilíbrio e/ou coordenação; dor de cabeça intensa, 

sem causa conhecida; diminuição ou perda de consciência. Uma lesão muito grave pode 

causar morte súbita. 

A reabilitação é uma parte crítica da recuperação para muitos dos sobreviventes de 

AVE. Os efeitos podem levar a mudanças, reaprendizado e redefinição de como viverão. 

Além do mais, a reabilitação não reverte os efeitos de um AVE, objetivando apenas 

promover fortalecimento, capacidade e confiança de que poderão continuar suas atividades 

mesmo com as seqüelas da doença (AHA, 2014). Levando-se em consideração que a maior 

parte dos indivíduos acometidos tenha idade superior a 65 anos, e que a expectativa de vida 

continua crescendo em todo o mundo, o número absoluto de pessoas com AVE poderá 

aumentar ainda mais no futuro (LAKHAN et al., 2009). 

Dentre os principais fatores de risco que levam ao acometimento de AVE, segundo 

a AHA (2011), encontram-se: tabagismo, obesidade, dislipidemias, estresse, sedentarismo, 

diabetes, doenças cardiovasculares e pressão sanguínea elevada. Além destes, o Ministério 

da Saúde do Brasil (2013) apontou alguns grupos de risco: idade, sexo masculino, negros, 
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histórico familiar de ocorrência de AVE e/ou acidente isquêmico transitório, condições 

genéticas como anemia falciforme, uso de contraceptivos orais ou terapia de reposição 

hormonal pós-menopausa, alcoolismo, uso de cocaína e anfetaminas, além das 

enfermidades tropicais endêmicas como a Doença de Chagas e a Malária. 

Infelizmente, terapias atuais utilizadas no AVE para humanos são muito limitadas. 

Sendo somente o tratamento com ativador tecidual de plasminogênio recombinante, um 

agente trombolítico, aprovado e que demonstra resultados de melhoria funcional em 

pacientes pós- AVE. Entretanto, este só é eficaz se administrado dentro de 3 horas após o 

início dos sintomas, sendo indicado aos pacientes diagnosticados com AVE hemorrágico. 

Consequentemente, somente 5 a 10% dos pacientes podem receber esta terapia 

(CEULEMANS et al., 2010; CANDELARIO-JALIL, 2009). 

A busca contínua por novas terapias que possam ser incorporadas à rotina clínica 

permanecem, apesar de cerca de 1000 estratégias terapêuticas já terem sido testadas em 

modelos experimentais e aproximadamente apenas um décimo destas ter chegado ao 

estágio de triagem clínica e a maioria destes esforços falhou (STINEAR, 2016; LAKHAN 

et al., 2009).  

Diante do contexto epidemiológico e da indisponibilidade de estratégias 

terapêuticas eficazes, faz-se cada vez mais necessário a compreensão dos eventos 

fisiopatológicos desta afecção para posterior criação de estratégias que possam contribuir 

como uma fonte de tratamento ao AVE isquêmico, sendo o tipo que mais acomete a 

população mundial. Após o entendimento da fisiopatologia do acidente vascular 

encefálico, propõe-se a utilização de um substrato natural, betacariofileno (β-cariofileno), 
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como potencial tratamento pós-AVE experimental, pela análise da sua possível 

propriedade anti-inflamatória com efeito benéfico sobre a neuroproteção. 

 

 

1.2 FISIOPATOLOGIA DO ACIDENTE VASCULAR ENCEFÁLICO ISQUÊMICO 

 

O AVE isquêmico resulta de redução permanente ou transitória do fluxo sanguíneo 

cerebral (QUAN et al, 2014; DIRNAGL et al., 1999), podendo ocasionar em uma lesão 

focal (isquemia focal), caracterizado pela redução do fluxo sanguíneo cerebral em uma 

região distinta do encéfalo, ou ainda, global (isquemia global) induzido geralmente pela 

redução do fluxo sanguíneo afetando o encéfalo inteiro. Na isquemia cerebral, uma artéria 

ou veia é mecanicamente ocluída por embolia ou resulta de tromboembolismo cerebral 

(BACIGALUPPI et al., 2010), na maioria das vezes, em humanos, ocorre AVE na área de 

perfusão pela artéria cerebral média (DE OLIVEIRA et al., 2014; JIN et al., 2010). 

Desde que o acidente vascular encefálico isquêmico em pacientes usualmente 

resulta de oclusão trombótica ou embólica na maior artéria cerebral, mais frequentemente 

na artéria cerebral média (MCA), modelos de isquemia cerebral experimental tem sido 

desenvolvido para mimetizar o acidente vascular encefálico (LIU e McCULLOUGH, 

2011), como pode-se observar uma imagem de encéfalo pós- oclusão da artéria cerebral 

média (MCAO) abaixo, nas figuras 1 e 2.  
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A isquemia é consequência da interrupção de fluxo sanguíneo, oxigênio, glicose e 

energia à área de lesão, seguido de uma série de eventos bioquímicos patológicos 

conhecidos como “cascata isquêmica”, incluindo excitotoxicidade induzida por glutamato, 

influxo de cálcio, resposta celular inflamatória, ruptura da barreira hematoencefálica 

(BHE), edema e morte celular por necrose e apoptose (GU et al., 2014; XING et al., 2012; 

ELTZSCHIG e ECKLE, 2011). A figura 3 representa resumidamente os efeitos 

fisiopatológicos do AVE isquêmico. 

 

Figura 1: Diagrama da anatomia cerebrovascular e MCAO em ratos. Fonte: LONGA et al., 
1989. Mid.cerebral a.: artéria cerebral média 

Figura 2: Evolução do infarto em cérebro de camundongos 90 minutos após MCAO. 
Fonte: LIU e McCULLOUGH, 2011. 
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Figura 3: Desenho esquemático dos efeitos fisiopatológicos pós-AVE isquêmico. 

Core, centro de lesão. Adaptado de MEHTA e VEMUGANTI, 2014. 

 

Desse modo, se a condição isquêmica persiste por um período de tempo 

prolongado, a morte neuronal primária aparece rapidamente nas áreas do centro e é 

acompanhada pela morte secundária na penumbra isquêmica que envolve lentamente 

subseqüente ativação de múltiplas vias de morte celular (BACIGALUPPI et al., 2010), seja 

por mecanismo de excitotoxicidade causando morte neuronal por hipóxia que resulta em 

necrose (DOYLE et al., 2008), presença de radicais livres durante o período de reperfusão 

(BROUNS e DE DEYN, 2009),  inflamação (WANG e JIN, 2014; HUANG et al., 2006) e 

apoptose (MOSKOWITZ et al, 2010). 

A seguir são apresentados os principais mecanismos celulares envolvidos com a 

fisiopatologia do AVE. 
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1.2.1 Excitotoxicidade 

 

Em condições fisiológicas, o neurotransmissor glutamato é o principal responsável 

pela mediação das transmissões sinápticas excitatórias (CURTIS et al., 1959) através da 

ativação de receptores glutamatérgicos ionotrópicos e metabotrópicos, como o NMDA (N-

metil-D-aspartato), AMPA (α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-ácido isoxazolepropiônico) ou 

cainato (LAI et al, 2014; WON et al, 2002). A ativação desses receptores leva ao aumento 

da permeabilidade da membrana celular aos íons sódio, potássio e cálcio (ARUNDINE e 

TYMIANSKI, 2004). As sinapses excitatórias, incluindo as mediadas pelo glutamato, são 

essenciais para o processamento normal de informações, crescimento neuronal e orientação 

axonal, desenvolvimento e maturação do encéfalo e para a plasticidade neuronal na saúde e 

na doença (LAI et al, 2014; WON et al, 2002). 

Na isquemia encefálica, a privação de oxigênio e glicose provoca um aumento de 

glutamato na membrana pré-sináptica através da intensa despolarização de membrana após 

lesão isquêmica (WON et al, 2002). O aumento nos níveis de glutamato ativa seus 

receptores, o que induz aumento das concentrações intracelulares de íons, principalmente 

cálcio e sódio (WOODRUFF et al, 2011; MARTIN e WANG, 2010).  

O íon cálcio normalmente tem o papel de regular alguns processos celulares, como 

funções enzimáticas, crescimento celular e diferenciação. Além disso, o cálcio também é 

responsável pela liberação de neurotransmissores, regulação da excitabilidade das células, 

além de regular a plasticidade sináptica no sistema nervoso (PIVOVAROVA e 

ANDREWS, 2010). O cálcio extracelular pode se integrar ao espaço intracelular 

principalmente através de canais iônicos dependentes de voltagem ou receptores 

ionotrópicos de alguns neurotransmissores, como NMDA (MEHTA et al, 2007). 
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Quando há o aumento nos níveis do glutamato, há um aumento do influxo do cálcio 

para o meio intracelular, por causa da ativação prolongada dos receptores ionotrópicos e 

por alterações nos mesmos, induzidas pela própria lesão (Figura 4). O acúmulo excessivo 

de cálcio dentro da célula desencadeia uma série de cascatas neurotóxicas, que podem 

aumentar a morte celular, como ativação de enzimas, como as calpaínas e outras proteases, 

cinases, sintase de óxido nítrico, calcineurinas e endonucleases. Esses componentes são 

determinantes para processos fisiopatológicos posteriores, como a morte celular 

programada (apoptose) (ARUNDINE e TYMIANSKI, 2004). 

 

Figura 4: Liberação de glutamato em atividade sináptica (A) e após evento isquêmico (B) 

provocando aumento concomitante de influxo iônico, principalmente cálcio, após AVE e ativação 

de maior quantidade de receptores glutamatérgicos. Adaptado de LAI et al., 2014. 

 

A elevação excessiva da concentração de sódio no meio intracelular também pode 

ser prejudicial às células neuronais em ambiente isquêmico. A entrada de sódio provoca 

um influxo secundário de íon cloreto e água no ambiente intracelular, o que causa edema 

de organelas citoplasmáticas, incluindo as mitocôndrias, e condensação da cromatina 

nuclear, provocando lesão irreversível e morte celular após lesão isquêmica. O acúmulo de 
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sódio e a lesão celular causada por ele pode aumentar a reação inflamatória, causando 

extensão da lesão por indução de morte celular (WOODRUFF et al, 2011; WON et al, 

2002; CHOI et al., 1987).  

 

1.2.2 Estresse Oxidativo e Nitrosativo 

 

Cerca de um a três por cento do oxigênio consumido pelo organismo humano em 

condições normais é transformado em radicais livres, os quais irão produzir pequenas 

lesões, por si só são insignificantes, mas que ao longo dos anos acumulam-se substituindo 

os parênquimas normais por tecido cicatricial (SPITELLER e AFZAL, 2014). O equilíbrio 

entre a concentração de agentes oxidantes e antioxidantes é mantido em situações 

fisiológicas, degradando a demanda de radicais livres (LAI et al., 2014; CARDOSO, 

2010), isso porque os neurônios, assim como todas as células do corpo são submetidos a 

níveis basais de estresse oxidativo e nitrosativo constantemente, mas que não são capazes 

de gerar nenhum dano. No entanto, os radicais livres possuem por natureza a característica 

de moléculas altamente reativas que podem interagir com DNA, proteínas e lipídios 

causando graus variados de dano e disfunção (MEHTA e VEMUGANTI, 2014; 

WOODRUFF et al, 2011).   

O estresse oxidativo é induzido após a isquemia cerebral por diversas vias da 

cascata isquêmica, especialmente pela inflamação e reperfusão, aumentando a produção de 

espécies reativas do oxigênio (ROS) (KIM et al., 2014; BARTON, 2013; CEULEMANS et 

al., 2010). A perda da polaridade da membrana celular leva ao influxo de íons cálcio e 

sódio na célula. Este acúmulo iônico induz a mitocôndria produzir quantidades prejudiciais 

de ROS (KNOTT et al., 2008). A liberação de superóxido (O2-) da mitocôndria para o 
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citoplasma leva à produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) e radical hidroxidrila(OH-). 

Estes radicais ativam cascatas enzimáticas que destroem macromoléculas na célula e a 

levam à morte (HERTZ, 2008; BROUNS & DE DEYN, 2009). Paralelamente, no 

citoplasma, o íon cálcio promove a produção de óxido nítrico (NO) que, em níveis 

elevados, também tem efeito deletério (BROUNS & DE DEYN, 2009). 

 

1.2.3 A Ruptura da BHE 

 

A BHE é um importante componente da rede de comunicação que conecta o 

sistema nervoso central e os tecidos periféricos, além disso funciona como uma interface 

que limita e regula a troca de substâncias entre sangue e o sistema nervoso central 

(BANKS, 2010). A impermeabilidade da BHE é o resultado de uma série de características 

únicas, que acrescenta dificuldade às moléculas tentando penetrar nesta barreira. Esta 

propriedade é baseada na existência de uma permeabilidade muito restrita do endotélio, 

além de enzimas degradantes presentes em grande número no interior do endotélio de 

modo que, com exceção de água, gases como oxigênio e o dióxido de carbono e 

determinadas moléculas lipossolúveis muito pequenas podem passar de forma íntegra 

(ROJAS et al., 2011; BANKS, 2010). Além das funções de permeabilidade seletiva, a BHE 

possui aspectos importantes como funções neuroimunes, incluindo a secreção de citocinas, 

prostaglandinas e óxido nítrico (LO, 2008). 

Em processos fisiológicos, o transportador de íons na microvasculatura das células 

endoteliais controla o fluxo de íons através da BHE. O transporte de outras moléculas 

ocorre via transportadores específicos ou endocitose, enquanto que a difusão celular é 

cuidadosamente regulada (DEL ZOPPO e HALLENBECK, 2000). Em condições 

patológicas, incluindo AVE, diabetes, doença de Alzheimer, esclerose múltipla e dor 
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inflamatória, ocorre um desequilíbrio à integridade da BHE, com conseqüente 

desequilíbrio da homeostase de íons e função transportadora. No AVE, a BHE perde a 

regulação de íons, submetendo-se à difusão passiva de água, o que resulta em edema 

cerebral (BROWN e DAVIS, 2002), exposição do parênquima para constituintes 

intravascular, diminuição do fluido cerebral e conversão hemorrágica. As 

metaloproteinases de matriz (MMPs do inglês, matrix metaloproteinases) são os maiores 

componentes da BHE, em particular as MMP-9 após a isquemia (MUKHERJEE e 

SWARNAKAR, 2014; LUDEWIG et al., 2013; YANG et al., 2013). A MMP é uma 

enzima proteolítica que degrada a laminina e fibras colágenas da lâmina basal. Esta 

protease prejudica a coesão entre as células endoteliais, aumentando a permeabilidade local 

e favorece o extravasamento de plasma, infiltração de células imunes circulantes para o 

encéfalo, exacerbando o edema e eventual entrada de hemácias provocando hemorragias, 

(KIM et al., 2014; DEL ZOPPO e HALLENBECK, 2000; LO, 2008; BROUNS e DE 

DEYN, 2009). 

 

1.2.4 A Resposta Inflamatória 

 

Por muito tempo acreditou-se que o SNC, em particular o encéfalo, era um órgão 

isolado de influências do sistema imune periférico (o chamado privilégio imunológico). A 

escassa rede de drenagem linfática, a falta de células apresentadoras profissionais de 

antígenos como as células dendríticas, além do filtro imposto pela BHE (ROJAS, 2011; 

BARKER & WIDNER, 2004) e a suposta ausência do complexo de histocompatibilidade 

principal classe I (MHC-I, do inglês: Major Histocompatibility Complex) (BOULANGER 

& SHATZ, 2004) sugeriam o isolamento anatômico e fisiológico do SNC e sistema imune. 

Hoje, contudo, sabe-se que moléculas e células do sistema imune têm trânsito de entrada e 
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saída do encéfalo e medula espinhal tanto em condições normais quanto patológicas (KRIZ 

e LALANCETTE-HEBERT, 2009; GALEA et al., 2007). 

Desta forma, o desenvolvimento da resposta inflamatória à isquemia inicia pela 

liberação de mediadores inflamatórios, tais como as citocinas – interleucina-1 (IL-1, do 

inglês: interleukin-1), fator-α de necrose tumoral (TNF-α, do inglês: tumor necrosis factor 

alpha), interleucina-10 (IL-10, do inglês: interleukin-10) e o fator-beta de crescimento 

transformador (TGF-beta, do inglês: transforming growth factor beta); e quimiocinas – 

destaque para a proteína-1 quimiotática de monócito (MCP-1, do inglês: monocyte 

chemotactic protein 1) (GELDERBLOM et al., 2009). Estes mediadores inflamatórios 

modulam a ativação de células imunes e induzem a expressão de moléculas de adesão na 

parede endotelial, entre as quais seletinas, integrinas e imunoglobulinas. 

 

1.2.4.1 Citocinas 

 

As citocinas são proteínas solúveis que causam modificações comportamentais nas 

células-alvo (COTA & MIDWINTER, 2009; TWYCROSS & AICKELIN, 2009), como 

mudanças morfológicas, expressão de moléculas de adesão, produção de radicais livres e 

liberação de mais citocinas (ASCHNER, 1998; CHAVARRIA e ALCOCER-VARELA, 

2004; WANG et al., 2007). Entre as células-alvo estão células do sistema imune (por 

exemplo, microglia e linfócitos), astrócitos e neurônios. As citocinas podem ser agrupadas 

em moléculas pró-inflamatórias e antiinflamatórias.  

Entre as citocinas pró-inflamatórias estão a IL-1 e o TNF-α (WANG et al., 2007). 

A concentração de ambos os tipos de citocinas modula a intensidade da lesão. Estas 

moléculas são importantes para a ativação de células imunes periféricas e residentes e 
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contribuem para a expressão de moléculas de adesão celular e NO (ASCHNER, 1998; 

CHAVARRIA & ALCOCER-VARELA, 2004). 

Em contrapartida, citocinas como a IL-10 e TGF-β possuem ação antiinflamatória 

(URRA et al, 2014; WANG et al., 2007). A IL-10 inibe a atuação pró-inflamatória da IL-1 

e TNF-α (WANG et al., 2007). A principal fonte de IL-10 são leucócitos mononucleares 

como os monócitos/macrófagos (URRA et al, 2014; BEMEUR et al., 2007). Contudo, em 

condições patológicas graves estas células manifestam fenótipo prejudicial.  

Outra citocina antiinflamatória é o TGF-β (SKINNER et al., 2009), liberado por 

células mononucleares periféricas e residentes (microglia e astrócitos) (URRA et al., 

2014). O TGF-β possui uma ação sinérgica à IL-10 (WANG et al., 2007). 

 

1.2.4.2 Quimiocinas 

 

As quimiocinas são uma família de citocinas de baixo peso molecular responsáveis 

pela comunicação e recrutamento seletivo de leucócitos (WANG et al., 2007). Estas 

moléculas podem afetar a permeabilidade da BHE e são consideradas pró-inflamatórias 

(BEMEUR et al., 2007; WANG et al., 2007).	 

Microglia, astrócitos e leucócitos em migração também podem expressar 

quimiocinas em situações isquêmicas (LOPES et al. 2016; STOLL et al., 1998; BLOCK e 

HONG, 2005). Nestas circunstâncias a MCP-1 pode ser liberada, através da indução por 

TNF-α (CHAVARRIA e ALCOCER-VARELA, 2004; WANG et al., 2007).  

A sinalização de citocinas e quimiocinas altera o comportamento celular e induz a 

expressão de moléculas de adesão na superfície de células residentes e leucócitos que 

favorecem o contato celular e a migração aos sítios de lesão (OHIRA, 2011). 
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1.2.4.3 Moléculas de Adesão Celular 

 

A expressão de três grupos de moléculas de adesão celular dá suporte à migração 

trans-endotelial de leucócitos para o parênquima neural: selectinas, integrinas e 

imunoglobulinas (WANG et al., 2007; WITTCHEN, 2009). Para tanto, estas moléculas 

medeiam os seguintes eventos: rolamento, adesão e transmigração (STOLL et al., 1998; 

WANG et al., 2007; WITTCHEN, 2009). 

Stoll et al. (1998) descrevem que estes eventos ocorrem por interações entre 

ligantes e receptores específicos comumente presentes na superfície de leucócitos e do 

endotélio. Leucócitos circulantes eventualmente tocam a parede vascular que, pela 

crescente concentração de quimiocinas e citocinas, proporcionam uma fraca adesão à 

parede endotelial pela seletina-L (CD62L), propiciando o rolamento (STOLL et al., 1998). 

A selectina-P (CD62P), então, medeia a migração de monócitos e alguns linfócitos 

aumentando a adesão destes leucócitos ao endotélio (LIU et al., 2004; SCHYMEINSKY et 

al., 2007).  

A adesão celular é requisito básico para a migração, que é mediada, principalmente, 

por integrinas. Estas moléculas de adesão são expressas nos leucócitos que interagem com 

imunoglobulinas da parede vascular e favorecem a transmigração (STOLL et al., 1998). 

Diferentes células imunes participam da resposta celular à inflamação. Neutrófilos, 

linfócitos, monócitos/macrófagos, microglia e astrócitos respondem ao processo 

inflamatório em diferentes escalas temporais (DOLL et al., 2014). 

 

1.2.4.4 Resposta inflamatória celular 

A neuroinflamação pós-AVE é um fenômeno complexo que envolve múltiplos 

tipos de células residentes e invasoras do parênquima neural, estas variam em grau de 
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diferenciação ou ativação e cada uma expressa uma especificidade de receptores, 

moléculas de adesão e outros marcadores que com o passar do tempo caracterizam as 

mudanças em um ambiente inicialmente neurotóxico a até finalmente, neuroprotetor 

(CEULEMANS et al., 2010). 

Neurônios, micróglia, astrócitos e células endoteliais cerebrovasculares são as 

primeiras afetadas pelas condições isquêmicas e suas respostas à crescente morte celular é 

iniciar o recrutamento de leucócitos em tecidos vizinhos – primeiramente neutrófilos, 

seguido por monócitos e macrófagos e finalmente células T (DOS SANTOS et al., 2007; 

SOUZA-RODRIGUES et al., 2008; LAKHAN et al., 2009; CEULEMANS et al., 2010).  

As células microgliais/macrófagos ativados dominam a cena lesiva nos tempos de 

sobrevida mais tardios após desordens neurais agudas, incluindo AVE, trauma cerebral e 

da medula espinhal (KIM et al., 2014; CLARK et al., 1993; MORIOKA et al., 1993). 

Descreveremos as evidências experimentais de que os componentes celulares da resposta 

inflamatória participam do processo lesivo após desordens neurais agudas, principalmente 

AVE. 

   

Neutrófilos 

 

Os neutrófilos são recrutados para o parênquima neural após desordens neurais 

agudas, incluindo lesão aguda da medula espinhal (SCHNELL et al., 1999; GOMES-

LEAL et al., 2005) e do cérebro (DOS SANTOS et al., 2007; LIMA et al., 2008; SOUZA-

RODRIGUES et al., 2008). Estas células possuem um importante papel fagocitário, o que 

é importante para a remoção de detritos teciduais após desordens neurais (VILLARREAL 

et al., 2001). O pico máximo de recrutamento de neutrófilos em tecidos não neurais, como 
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a pele, ocorre em torno de 6h, mas no SNC é de 24 após lesão (KATO et al., 1996; 

BOLTON & PERRY, 1998; GOMES-LEAL et al., 2005). Trinta minutos após a lesão 

isquêmica, neutrófilos começam a ser recrutados ao sítio de lesão (KATO et al., 1996; 

HIROSE et al., 2000). O acúmulo de neutrófilos no sítio isquêmico permanece por no 

mínimo 15 dias e é considerado prejudicial ao tecido pela quantidade de radicais livres, 

enzimas proteolíticas e citocinas inflamatórias liberadas por estes granulócitos (HIROSE et 

al., 2000; CHOU et al., 2004), esta contribuição para a neuroinflamação pela liberação de 

moléculas pró-inflamatórias e fatores citotóxicos, como proteases, desencadeiam na 

ruptura da BHE (CEULEMANS et al., 2010).  

 

Linfócitos 

 

A migração e o acúmulo de linfócitos nos tecidos são mediados por seletinas e 

integrinas (JAESCHKE & SMITH, 1997; STEEBER et al., 1998). Em condições normais, 

linfócitos são raramente encontrados no SNC (MATYSZAK & PERRY, 1996). Contudo, 

em situações patológicas, estas células podem ser encontradas no tecido nervoso após 

lesões (POPOVICH et al., 1997; ARUMUGAM et al., 2005; MUKHTAR et al., 2005). 

Em condições patológicas, estudos recentes relatam um papel controverso dos linfócitos no 

tecido nervoso. Em lesões isquêmicas eles podem ser substancialmente prejudiciais, 

exercendo um papel importante na resposta inflamatória (YILMAZ et al., 2006) pela 

liberação de citocinas pró-inflamatórias (IL-1 e TNF-α) e por promover quimiotaxia para 

outros leucócitos (SCHWAB et al., 2001), além do efeito citotóxico mediado pelo MHC 

classe I (CABARROCAS et al., 2003).  

Os linfócitos T e não B são atraídos pelo ambiente inflamatório do centro e 

penumbra isquêmicos e atuam de acordo com a expressão fenotípica deste tipo celular. 
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Enquanto as células T citotóxicas do tipo Th1 atacam e matam tanto células sadias quanto 

lesionadas, aumentando a inflamação pela liberação de citocinas pró-inflamatórias, células 

Th2 e T regulatórias (Treg) liberam mediadores anti-inflamatórios no sítio de lesão em 

tentativa neuroprotetora (CELEUMANS et al., 2010) 

Desta forma, os linfócitos exercem papel controverso na modulação da resposta 

inflamatória no SNC. 

 

Microglia 

 

A micróglia representa de 5-20% do total da população glial e a chave da 

modulação das respostas imunes no encéfalo. O mecanismo de ativação microglial não está 

completamente estabelecido, mas trabalhos recentes demonstraram que neurônios 

submetidos a condições de estresse podem liberar ATP e ADP que podem sinalizar em 

receptores específicos na membrana de astrócitos e microglia para que ocorra ativação 

microglial (DAVALOS et al., 2005; FETLER & AMIGORENA, 2005; NIMMERJAHN et 

al., 2005; RAIVICH, 2005). Sabe-se atualmente que após isquemia encefálica, a micróglia 

residente inicia sua ativação 2 horas após a lesão, podendo-se observar macrófagos não-

residentes ativados 10horas após o início da isquemia. De 22 a 46 horas, estas células 

distribuem-se uniformemente por toda a lesão, mantendo um pico máximo de ativação e 

proliferação 7 dias após o início do AVE (STOLL et al., 1998). 

Durante o processo de ativação microglial estas células passam de uma morfologia 

ramificada, com pequenos corpos celulares, para uma morfologia amebóide, onde as 

células apresentam ramos curtos e grossos e, finalmente, a uma morfologia arredondada 

fagocítica de macrófagos ativados (LOPES, 2011; GRAEBER et al., 1988; STREIT et al., 

1989; STREIT & GRAEBER, 1993), ambos os tipos celulares derivam de células 
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mielóides primitivas, ocasionando na expressam comum de muitos marcadores, como 

CD11b, F4/80, Iba-1 e outros (TAYLOR e SANSING, 2013). Nestas circunstâncias, a 

microglia ativada aumenta o poder de síntese de diversas substâncias e aumenta a 

expressão de diversas moléculas de membrana, incluindo moléculas MHC, classes I e II, 

receptores CD4 e CD8, e receptores do complemento (PERRY & GORDON, 1987; 

PERRY, 1994; SCHROETER et al., 1994; SCHROETER et al., 1997; JANDER et al., 

1998; PERRY, 1998; SCHROETER et al., 1999; STOLL & JANDER, 1999; 

SCHROETER et al., 2001). 

O significado destas alterações morfofuncionais foi primeiramente estudado in 

vitro, onde sugeriu-se um papel neurotóxico para a microglia (GIULIAN et al., 1990; 

BANATI et al., 1993). In vitro, células microgliais liberam fatores neurotóxicos incluindo 

ácido quinolínico e NO que podem contribuir para a morte neuronal (GIULIAN et al., 

1990; BANATI et al., 1993). Sugeriu-se que eventos similares ocorrem em doenças 

neurodegenerativas agudas e crônicas (GIULIAN et al., 1990; GEHRMANN et al., 1995; 

GIULIAN et al., 1995; GIULIAN et al., 1996; STOLL et al., 1998; ELIASSON et al., 

1999; BAL-PRICE & BROWN, 2001; GOMES-LEAL et al., 2004; STREIT et al., 2004; 

BLOCK & HONG, 2005).  

Em modelos experimentais de isquemia cerebral, relatou-se intensa ativação 

microglial no centro do infarto e na penumbra isquêmica (LOPES, 2011; MORIOKA et 

al., 1993) (figura 5). Inúmeros estudos sugerem que a ativação microglial excessiva 

contribui para a ampliação do processo lesivo após isquemia (YRJANHEIKKI et al., 1999; 

LAMPL et al., 2007; HAYAKAWA et al., 2008). Além da atuação benéfica como 

fagócitos, células microglais ativadas poderiam liberar neurotoxinas, como óxido nítrico 

(NO), aminoácidos excitatórios e citocinas pró-inflamatórias (por exemplo, TNF- e IL-1) 

que poderiam contribuir para a morte neuronal (LIPTON, 1999; SUGAWARA et al., 
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2004). Existem evidências experimentais que uma ativação microglial descontrolada 

poderia dificultar a neurogênese endógena que ocorre durante doenças neurodegenerativas 

(EKDAHL et al., 2003; MONJE et al., 2003).  

 

Figura 5: Padrão de distribuição homogênea de células microgliais/macrofágicas no lado 

contralateral à lesão, células isoladas e extremamente ramificadas e o lado ipsilateral à lesão em 

animais sem tratamento, 8 dias após a MCAO, mostrando intensa marcação Iba1+ no centro da 

lesão (lado direito da imagem) e com morfologia predominantemente de células arredondadas e 

ameboides. O padrão de ativação microglial delimita exatamente a área correspondente ao padrão 

de lesão por MCAO (Fonte: LOPES, 2011). 

  

Diversos estudos tem-se mostrado focados no bloqueio da ativação de células 

microgliais como potenciais terapêuticas pós-AVE. 

 

Astrócitos 

 

Os astrócitos são células multifuncionais do SNC. Além de papel fundamental na 

homeostase do SNC e contribuir para o processamento de informações em condições 
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fisiológicas, eles são capazes de responder a qualquer insulto neste sistema (CORDEIRO 

DE SOUZA, 2011).  

Os astrócitos normalmente fornecem energia, fatores neurotróficos e neurogênicos, 

precursores de neurotransmissores e agentes anti-oxidantes para a defesa dos neurônios. 

Assim como as micróglias, os astrócitos também se proliferam e diferenciam-se na 

resposta ao AVE e iniciam a produção de mediadores pró-inflamatórios e citotóxicos que 

contribuem com a perda da integridade da BHE (CELEUMANS et al., 2010).  

A reação astrocitária às lesões, chamada de astrogliose, faz com que essas células 

deixem seu estado de repouso e se tornem ativadas, tornando-se hipertrofiadas, com seus 

filamentos expressando proteínas como nestina, vimentina e proteína de glia fibrilar 

(GFAP), além da ativação da proliferação celular (GOMES-LEAL et al., 2004). Durante a 

astrogliose, os astrócitos reativos continuam se dividindo e migram para a área de lesão, 

formando a cicatriz glial, e lançam uma série de fatores mediadores da resposta 

inflamatória tecidual (BUFFO et al, 2010). 

Uma expressiva resposta astrocitária inicia no centro da lesão de 4 horas a 1 dia 

após a lesão e o pico de ativação destas células é evidenciado de 4 dias até 28 dias no 

parênquima isquêmico (LAKHAN et al., 2009; NOWICKA et al., 2008; ZHU et al., 

2000). Estas células gliais reativas possuem papéis neurotóxicos que poderiam ser inibidos 

através da inibição ou modulação da resposta inflamatória pós-AVE. 

 

1.2.5 Apoptose 

 

A morte celular pode ser classificada basicamente em dois tipos: necrose e morte 

celular programada. A morte necrótica só ocorre em situações patológicas, causadas por 

estímulos extrínsecos às células. Já a morte celular programada - conhecida como 
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apoptose, por causa de sua morfologia – envolve processos fisiológicos ordenados, que 

eliminam células dos tecidos durante o desenvolvimento normal (LIPTON, 1999). Na 

isquemia encefálica, os dois tipos de morte podem ser observados. A necrose é o tipo de 

morte predominante no centro isquêmico, enquanto que a apoptose é mais encontrada na 

região de penumbra isquêmica (MOSKOWITZ et al, 2010). 

Após isquemia encefálica, o processo de morte celular programada é desencadeado 

por vários fatores relacionados à lesão, como a produção de radicais livres, deficiências 

nos fatores de crescimento e neurotrofinas, dano ao DNA celular e lançamento de 

citocromo c após lesão mitocondrial (MEHTA et al, 2007; LIU et al, 1996). Outros 

eventos fisiopatológicos, como a excitotoxicidade induzida pelo excesso de glutamato no 

meio extracelular e a falta de regulação do cálcio afetam, também, os sinais para morte 

celular (ARUNDINE e TYMIANSKY, 2003). Em geral, há duas vias de ativação de 

apoptose: a via intrínseca e a via extrínseca (WOODRUFF et al, 2011). 

Em suma, sabe-se que, tantos os mecanismos dependentes de receptor (via 

extrínseca), quanto os não dependentes de receptor (via intrínseca), promovem a ativação 

das caspases após lesão isquêmica (DIRNAGL et al, 1999). Além disso, os neurônios são 

particularmente susceptíveis à morte celular mediada por caspase, o que torna a morte 

celular programada um importante processo fisiopatológico durante a isquemia encefálica, 

levando a perda celular importante, mesmo depois da lesão aguda (DIRNAGL et al, 1999; 

ENDRES et al, 1998). 

A fim de se minimizar os danos provocados pela morte celular em doenças 

neurodegenerativas, tem-se apostado na intensificação da neuroproteção por meio da 

redução da neuroinflamação. 
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1.2.6 Neurogênese versus neuroinflamação 

Dentre inúmeras células e moléculas que estão intimamente relacionadas ao 

processo de regulação da neurogênese, encontram-se a microglia e astrócitos (ver 

Microglia e Astrócitos no subitem 1.2.4.4), que devido aos seus papéis duais (prejudicial 

ou benéfico) no processo inflamatório no SNC, tem se tornado alvo de uma série de 

estudos, a fim de demonstrar que o papel benéfico se sobressai ao papel maléfico ou vice-

versa. 

A ativação microglial tem sido considerada prejudicial para neurônios, mas o 

estado inflamatório não está somente associado com as conseqüências neurotóxicas, mas 

também com efeitos neuroprotetores, tais como fagocitose de neurônios mortos e remoção 

e limpeza de restos celulares no SNC (POLAZZI e MONTI, 2010). 

Os estágios de ativação da microglia são regulados por uma série de moléculas. 

Existe um leque de evidências experimentais indicando que a microglia, dependendo do 

seu estágio de ativação e fenótipo funcional, pode ser prejudicial (neurotóxico) ou benéfica 

(neuroprotetor) para a neurogênese adulta em cérebros intactos ou lesionados (ALVAREZ-

BUYLLA et al., 2002). Além do mais, a microglia pode atuar nas diferentes fases da 

formação, maturação e integração funcional de novos neurônios (EKDAHL et al., 2009). A 

contribuição final da microglia ativada para o nicho pró- ou antineurogênico dependerá do 

grau de ativação e um balanço entre citocinas pró- e antinflamatórias produzidas como 

consequência desse processo de ativação (MONJE et al., 2003). 

Há estudos que evidenciam o papel benéfico da microglia, demonstrando sua 

importância durante o envelhecimento do cérebro, bem como na inflamação aguda, através 

da fagocitose para a manutenção do nicho neurogênico tanto em situações fisiológicas 
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quanto patológicas (SIERRA et al., 2010; POLAZZI e MONTI, 2010) e o estabelecimento 

da neuroproteção através da produção de moléculas neurotróficas e antiapoptóticas, como 

IGF-1 (LALANCETTE-HEBERT et al.,2007), quimiocinas e citocinas, como IL-4 

(NEUMANN et al., 2006) e regulação da liberação de glutamato (LOPEZ-REDONDO et 

al.,2000).  Em casos de lesão, há proliferação e ativação excessiva de células microgliais, o 

que possivelmente estão relacionadas a um mecanismo de reparo e restauração da 

homeostase no microambiente lesionado, além do mais, a ativação promove a liberação de 

uma variedade de citocinas e fatores de crescimento em diferentes tipos de lesão (STREIT 

et al., 1998).  

Uma interpretação alternativa, entretanto, é que a atividade dessas células é na 

maior parte benéfica, tornando-se destrutiva somente quando elas escapam do controle da 

normalidade imposta a elas (SCHWARTZ et al., 2006). A modulação microglial é uma 

abordagem apropriada, na qual os efeitos prejudiciais devem ser inibidos, enquanto que os 

efeitos benéficos maximizados. 

A face prejudicial da micróglia  parece está intimamente relacionada ao seu padrão 

de ativação e exacerbação da resposta inflamatória, podendo levar, em casos de doenças 

neurodegenerativas (JIN et al.,2010) ao aumento e propagação da morte neuronal à 

penumbra isquêmica induzindo dano secundário (YRJANHEIKKI et al., 1999), limitando 

a sobrevivência de células precursoras neurais pós-isquemia (HOEHN et al., 2005) pela 

liberação de citocinas citotóxicas, como TNF-α (LIU et al., 2005) e IL-6 (MONJE et al., 

2003) e espécies reativas do oxigênio (SMIRKIN et al., 2010), bem como a produção 

excessiva de agentes pró-inflamatórios, como as enzimas cicloxigenases 1 e 2 (COX-1 e 

COX-2) (TEELING et al., 2010) e estudos relacionados com a inibição dessas enzimas 

tem promovido o bloqueio da ativação microglial e aparente aumento da neurogênese em 
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modelos de lesão isquêmica experimental (KLUSKA et al.,2005; MONJE et al., 2003; 

BASTOS et al., 2008). 

Em estudos prévios de nosso grupo, encontramos evidências experimentais que a 

diminuição da ativação microglial é benéfica para as ações das células da fração 

mononuclear da medula óssea transplantadas 24h após isquemia do córtex motor 

(FRANCO, 2009), no estriado (CARDOSO, 2010) e em modelos experimentais de oclusão 

da artéria cerebral média (LOPES,2011). Já investigamos, também, as ações terapêuticas 

após inibição microglial com a minociclina, uma tetraciclina sintética conhecida inibidora 

microglial (SOUZA-RODRIGUES et al., 2008; CARDOSO, 2010) com extrato puro de 

copaíba (GUIMARÃES-SANTOS et al., 2012) e com o anti-inflamatório não esteroide, 

indometacina, demonstrando potencial terapêutico neuroprotetor e neurogênico a partir do 

bloqueio da ativação microglial (LOPES, 2011). 

Neste sentido, faz-se extremamente necessário modular o estado de reatividade 

microglial, posto que é um fator preponderante após desordens neuronais agudas e crônicas 

(LIU & HONG, 2003; LAI e TODD, 2006; NEUMANN et al., 2009). Esta célula é 

atualmente considerada alvo para intervenção terapêutica (ROCK & PETERSON, 2006; 

BLOCK & HONG, 2007). 

A reação astrocitária às lesões, chamada de astrogliose, faz com que essas células 

deixem seu estado de repouso e se tornem ativadas, tornando-se hipertrofiadas, com seus 

filamentos expressando proteínas como nestina, vimentina e proteína de glia fibrilar 

(GFAP), além da ativação da proliferação celular (GOMES-LEAL et al., 2004). Durante a 

astrogliose, os astrócitos reativos continuam se dividindo e migram para a área de lesão, 

formando a cicatriz glial, e lançam uma série de fatores mediadores da resposta 

inflamatória tecidual (BUFFO et al, 2010). É evidente que o conhecimento da dinâmica da 
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resposta dos astrócitos às lesões nervosas é essencial para o estudo da neuropatologia e 

para a avaliação dos danos neurais. Sendo assim, a astrogliose pode ser um importante alvo 

terapêutico para a regeneração da matriz extracelular após lesão (CORDEIRO DE 

SOUZA, 2011; BUFFO et al, 2010).  

Em condições patológicas, onde os astrócitos possuem a morfologia reativa, podem 

aumentar a concentração de ácido quinolínico, IL-1 e NO, fatores que podem contribuir 

para a cronicidade e gravidade da lesão. A astrocitose intensa é um achado experimental 

frequente após lesões agudas no SNC (CORDEIRO DE SOUZA, 2011; GOMES-LEAL, 

2002; GOMES-LEAL et al., 2004). O padrão de astrocitose difere entre as substâncias 

branca e cinzenta (GOMES-LEAL et al., 2004). Nestes estudos, ocorre um aumento de 

reatividade para GFAP, sem, necessariamente, haver alterações quantitativas no número de 

astrócitos (CORDEIRO DE SOUZA, 2011). A astrogliose está associada ao bloqueio da 

neurogênese, assim como a atividade microglial, uma vez que os astrócitos reativos tendem 

a produzir citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias que intensificam a morte celular. 

Entretanto, mais pesquisas são necessárias para associar a contribuição das 

microglias a outros tipos de células inflamatórias residentes ou infiltradas e para 

determinar a natureza das citocinas efetoras e outros mediadores inflamatórios envolvidos, 

assim como cada um de seus marcadores moleculares e celulares nas cascatas 

neurogênicas. Cada pesquisa poderá, indubitavelmente, ajudar no desenvolvimento de 

novas estratégias objetivando a proteção do potencial neurogênico (SIERRA et al., 2014). 

 

1.3 TERAPIAS EXPERIMENTAIS PARA O ACIDENTE VASCULAR 

ENCEFÁLICO 

Atualmente, o ativador tecidual de plasminogênio (tPA) é o único que a FDA (Food 

and Drug Administration) aprovou como terapia farmacológica para AVE isquêmico 
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agudo (LIU et al., 2014). Baseado na Cooperativa Europeia de Estudo com Acidente 

Vascular Encefálico (ECASS III) (CARPENTER et al, 2011), o tPA foi aprovado como 

terapia trombolítica de AVE isquêmico agudo para um grupo seleto de pacientes quando se 

inicia a terapia dentro das 4,5 horas do início do AVE (LIU et al., 2014).  Entretanto, o 

tratamento com tPA é limitado por uma janela temporal, bem como por um elevado risco 

de hemorragia intracraniana. Consequentemente, somente de 4 – 7% dos pacientes nos 

EUA que sofreram um AVE recebem trombólise com tPA (KATZAN et al., 2004). 

Terapias restauradoras farmacológicas e baseadas em células são vias promissoras 

para o tratamento do AVE (CHEN et al, 2014). Indubitavelmente, fazendo-se necessária a 

utilização de terapias mais eficazes e que ampliem a janela temporal no tratamento do 

AVE isquêmico sem que estas ofereçam riscos secundários ao paciente. 

Produtos naturais têm desenvolvido um papel importante na área médica, o qual 

tem sido bem reconhecido (KOEHN e CARTER, 2005). O interesse em produtos naturais 

começou desde o advento de novas drogas análogas sintéticas. Recentemente, o estudo de 

produtos naturais ganhou importância considerável na área médica devido os seus efeitos 

significativos (SAIN et al., 2014) e alguns demonstram-se potenciais terapêuticos, como o 

betacariofileno. 

 

1.3.1 Betacariofileno (b-cariofileno) 

 

Compostos naturais tem sido amplamente estudado como potenciais agentes 

neuroprotetores por conta de suas propriedades características tais como facilidade em se 

ligar em múltiplos sítios alvos, eficácia demonstrada em pouco tempo de teste e baixos 

níveis de citotoxicidade. Atualmente, fitoterápicos tem sido considerados interessantes 

devido seu potencial terapêutico benéficos em numerosas doenças crônicas (OJHA et al., 
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2016), em especial o uso de fitocanabinóides, a exemplo do betacariofileno, como terapia 

potencial contra doenças neurodegenerativas (FERREIRA, 2014). 

O β-cariofileno é um sesquiterpeno natural bicíclico (figura 6), isolado de óleo da 

folha e do caule do cravo, óleo da folha de canela e frações de óleo de pinho, além de 

diversas especiarias, tais como o óleo da copaíba (GUIMARÃES-SANTOS et al., 2012) e 

plantas alimentares.  Desde a década de 1930, este substrato vem sendo utilizado como 

condimento e ingrediente principal em fragrâncias (CHANG et al., 2013) e foi aprovado 

pela FDA para a consumo por conta da sua baixa toxicidade.  

 

 

Figura 6: Estrutura química do sesquiterpeno encontrado em óleo de copaíba (PINTO e 

VEIGA JUNIOR, 2005). 

  

Este componente é conhecido por ser antimicrobiano, antioxidante, 

anticacinogênico e por possuir uma propriedade de elevada penetração na pele (SAIN et 

al., 2014). Estudos comprovam que seu efeito como dietético canabinóide gerou efeito 

anti-inflamatório por bloqueio de receptores canabinóides tipo 2 (CB2), além de inibir vias 

pró-inflamatórias, incluindo o complexo de receptores “toll-like”, CD14/TLR4/MD2, o 

qual normalmente leva a expressão de IL-1β, IL-6, IL-8 e TNF-α (GERTSCH et al., 2008). 
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As plantas contendo β-cariofileno tem sido conhecidas pelo efeito benéfico na 

neurodegeneração e neuroinflamação e tem sido apontado com efeito neuroprotetor. Este 

fitocanabinóide não-psicoativo possui favoráveis propriedades psicoquímica e 

farmacocinética para a penetração no encéfalo (OJHA et al., 2016). 

Por tudo isso, há uma hipótese que o β-cariofileno poderia gerar proteção ao tecido 

nervoso contra a lesão isquêmica cerebral, através da sua ação anti-inflamatória. Entretanto 

a utilização e comprovação deste substrato natural como fator benéfico neuroprotetor em 

modelos experimentais de AVE ainda não foi muito bem explorado. 
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1.4. PROBLEMA E HIPÓTESE EXPERIMENTAL 

Alguns modelos experimentais de isquemia cerebral têm sido desenvolvidos a fim 

de mimetizar as condições humanas de acidente vascular encefálico. Isto tem sugerido que 

mais de 80% de todos os AVE resultam de danos isquêmicos na área de irrigação da artéria 

cerebral média. Em meados da década de 1990, a endotelina-1 (ET-1) foi usada para 

induzir isquemia pela aplicação diretamente na superfície adjacente da MCA após a 

craniotomia. Depois este modelo foi modificado pelo uso de injeção estereotáxica de E-1 

sobre a MCA para produzir isquemia cerebral focal. As principais vantagens deste modelo 

incluem a habilidade para produzir lentamente, além do controle da constrição gerada pela 

dosagem da ET-1, sem necessidade de manipular os vasos extracranianos de suprimento 

sanguíneo encefálico, bem como a taxa de reperfusão gradual que muito se aproxima da 

reperfusão que ocorre em lesões isquêmicas humanas (ANSARI et al., 2013). 

O tecido isquêmico, contendo uma resposta inflamatória intensa, constitui-se em 

um ambiente não permissivo à sobrevivência das novas células, impedindo que a maior 

parte das mesmas se adapte, sobrevivam e sejam integradas aos circuitos neurais pré-

existentes (EKDAHL et al., 2009).      

Discutiu-se anteriormente que a resposta inflamatória mediada pela micróglia e por 

astrócitos pode evoluir com perfil deletério pela liberação de citocinas pró-inflamatórias, 

quimiocinas e produtos citotóxicos que induzem à morte neuronal e prejuízo à neurogênese 

endógena em casos de ativação exacerbada (TAYLOR e SANSING, 2013; EKDAHL et al, 

2009). Estudos prévios demonstraram o papel fundamental de bloqueadores da inflamação 

na modulação da neurogênese e neuroproteção após modelos experimentais de doenças do 

SNC (GUIMARAES-SANTOS, 2012; MONJE et al., 2003; EKDAHL et al, 2003; 

HOEHN et al, 2005; KLUSKA et al., 2005; BASTOS et al., 2008; CARDOSO, 2010; 

LOPES, 2011). Existe grande controvérsia sobre o papel microglial e astrocitário sobre a 
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neurogênese endógena após AVE, com alguns trabalhos sugerindo que a microglia é 

benéfica (THORED et al., 2009) enquanto que outros sugerem que a microglia é 

prejudicial (HOEHN, 2005; LIU, 2007). Nesta tese, induzimos isquemia estriatal 

utilizando-se um modelo de oclusão da artéria cerebral média (adaptado de MOYANOVA 

et al., 2007) em ratos adultos para investigação dos efeitos do bloqueio 

microglial/macrofágico e astrocitário com um substrato natural bloqueador de receptores 

canabinóide 2, betacariofileno, com base na hipótese de que a modulação da inflamação 

pode gerar neuroproteção e aumento da sobrevivência e migração celular, através da 

amplificação de possível neurogênese endógena adulta, a ser investigada posteriormente. 

 

1.5. OBJETIVOS  

1.5.1. Geral  

Investigar os efeitos do tratamento com betacariofileno sobre a inflamação celular e 

preservação neuronal em diferentes tempos de sobrevida após lesão isquêmica estriatal 

induzida microinjeções de endotelina-1 (ET-1) em ratos adultos. 

 

1.5.2. Específicos  

• Investigar os efeitos do tratamento com betacariofileno sobre a perda 

neuronal, 3 e 7 dias após oclusão da artéria cerebral média; 

• Validar os efeitos do betacariofileno como potencial inibidor da ativação 

microglial/macrofágica em tempos agudos pós-AVE experimental; 

• Analisar os efeitos do betacariofileno sobre o bloqueio da reatividade 

astrocitária no modelo experimental; 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 ANIMAIS E GRUPOS EXPERIMENTAIS 

Neste estudo foram utilizados dezesseis ratos Wistar, machos adultos, pesando de 

250 a 300g. Todos os procedimentos experimentais, incluindo a manipulação de animais 

foram realizados conforme as normas internacionais sugeridas pelo National Institute of 

Health and Society for Neuroscience e segundo aprovação pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa com Animais de Experimentação da Universidade Federal do Pará (CEPAE – 

UFPA), segundo protocolo nº 137-13 / 2013. 

 

Os animais foram divididos nos grupos experimentais conforme a tabela abaixo: 

 

TABELA 1: Delineamento dos grupos experimentais avaliados segundo critério de 

agrupamento e número de animais por grupo. 

GRUPOS DESCRIÇÃO NÚMERO 

G1 Animais isquêmicos tratados com veículo* e 

perfundidos em 3 dias 

4 

G2 Animais isquêmicos tratados com betacariofileno e 

perfundidos em 3 dias 

4 

G3 Animais isquêmicos tratados com veículo* e 

perfundidos em 7 dias 

4 

G4 Animais isquêmicos tratados com betacariofileno e 

perfundidos em 7 dias 

4 

 *veículo: solução Tween a 5%                                        Total 16 
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2.2 PROCEDIMENTOS CIRÚRGICOS E OCLUSÃO DA ARTÉRIA 

CEREBRAL MÉDIA 

 

O modelo de oclusão da artéria cerebral média (MCAO) foi induzido com 

microinjeções do peptídeo vasoconstritor endotelina-1 (ET-1) (Sigma, Brasil), segundo 

protocolo adaptado de MOYANOVA et al.,2007, em uma região do estriado ventral 

próxima ao córtex piriforme, onde fica um ramo importante da artéria cerebral média. O 

modelo experimental de isquemia focal é utilizado rotineiramente em nosso laboratório 

(DOS SANTOS et al., 2007; SOUZA-RODRIGUES et al., 2008; FRANCO, 2009; 

CARDOSO, 2010) e possui vantagens e facilidades técnicas em relação aos modelos 

tradicionais de isquemia experimental que consistem no clampeamento de artérias 

cerebrais através de cirurgia complexa (ZHAO et al., 1994). 

Antes mesmo que qualquer procedimento cirúrgico fosse iniciado, os animais 

foram anestesiados com Cloridato de Cetamina (72 mg/kg) e Cloridrato de  Xilazina (9 

mg/kg), administrados por via intraperitoneal.  Depois de verificada a remissão dos 

reflexos de retirada da pata e corneano, fez-se tricotomia e assepsia no campo cirúrgico. Os 

animais foram posicionados em um aparelho estereotáxico (Insight®, EFF-336) fazendo-se 

o registro das coordenadas estereotáxicas seguintes, tomando o bregma como ponto de 

referência: +2,5mm, lateral; +1,2mm, anterior; e, -4mm, ventral, a partir da superfície 

cortical, a fim de injetar a ET-1 para indução de lesão isquêmica focal por MCAO. 

Após a identificação estereotáxica da área a ser injetada com ET-1, ao microscópio 

cirúrgico, efetuou-se um orifício na calota craniana com o auxílio de uma broca, e 

posteriormente, as meninges foram removidas para propiciar a visualização do córtex 

cerebral. Depois de realizado o orifício prévio, introduziu-se uma micropipeta de vidro, 

com ponta de 10-20µm e graduações de 1µl (Sigma, Brasil), para injeção de 80 pMol de 
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ET-1 diluídos em 1µl de solução salina estéril diretamente na porção lateral do estriado 

ventral, em uma região próximo à passagem de ramos da artéria cerebral média, 

localizados no córtex piriforme. Uma pequena quantidade de azul colanil foi adicionada à 

solução injetada para a identificação mais precisa do sítio de injeção. 

Após a injeção, a micropipeta permaneceu estacionária por 5 minutos no 

parênquima estriatal para facilitar a difusão de ET-1. Após este período, a mesma foi 

lentamente removida para evitar refluxo da solução de ET-1, e em seguida, fechou-se a 

incisão com uma sutura disposta sagitalmente.  

Posteriormente à cirurgia, os animais foram mantidos com água e comida à vontade 

durante os tempos de sobrevida de 3 e 7 dias. 

 

2.3. TRATAMENTO COM BETACARIOFILENO  

 

Para o bloqueio infamatório com betacariofileno, utilizamos o protocolo adaptado 

de CHANG et al (2013) e GERTSCH et al (2008). Os animais experimentais dos grupos 3 

e 5 (n=4/grupo) receberam injeções intraperitoneais (5mg/Kg, i.p) de betacariofileno 

(Sigma-Aldrich), duas vezes ao dia, por 3 ou 7 dias, começando 24 horas após a MCAO. 

Os grupos 1, 2 e 4 (n=4/grupo) receberam injeções intraperitoneais do mesmo volume de 

tween a 5%, obedecendo-se as mesmas estratégias em relação a horários, intervalos de 

tempo e volumes da solução.  

 

2.4. PERFUSÃO E PROCESSAMENTO HISTOLÓGICO 

 

Após os tempos de sobrevida especificados, os animais foram anestesiados como 

previamente descrito e perfundidos através do ventrículo esquerdo com 250 a 300 ml de 



47 

	

	 47	

solução salina tamponada (PBS 0,1M; 0,9%; pH 7,2 – 7,4) e heparinizada, seguida de 250 

a 300 ml de paraformaldeído a 4% em tampão fosfato (PB 0,1M; pH 7,2 – 7,4). Após a 

retirada dos encéfalos com auxílio de tesoura e alveolótomo, os mesmos foram pós-fixados 

durante 24 horas no mesmo fixador utilizado na perfusão e crioprotegidos em 

concentrações crescentes de sacarose diluída em uma mistura de glicerina com PB 0,05M 

(pH 7,2 – 7,4). 

Após a crioproteção, os encéfalos foram imersos em gel (tissue tek) para confecção 

dos blocos de corte e cortados em criostato (Carl Zeiss, Mícron, HM505E, Alemanha), 

com o qual foram feitas secções coronais de 20µm e 50µm de espessura contendo a região 

estriatal com a lesão isquêmica. As secções foram diretamente montadas em lâminas 

gelatinizadas a partir do criostato e conservadas em freezer a -20ºC para posterior 

utilização. Os cortes foram utilizados para marcação imunohistoquímica (DOS SANTOS 

et al., 2007). 

 

2.5. ANÁLISE IMUNOISTOQUÍMICA 

 

O procedimento de imunohistoquímica foi realizado em secções coronais de 20 µm. 

Para avaliarmos os padrões de perda neuronal e inflamação após isquemia estriatal, 

utilizando-se os seguintes anticorpos: 

a. anti-NeuN (1:100, Chemicon): Marcador de neurônios maduros. Reconhece 

um epítopo específico no núcleo de neurônios diferenciados (MULLEN et al.,1992); 

b. anti-ED1 (1:500, Serotec): marcador para micróglia/macrófagos ativados, o 

qual identifica um epítopo na membrana de lisossomas no citoplasma de 

micróglia/macrófagos ativados (DIJKSTRA et al. 1985); � 
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c.  anti-GFAP (1:1000, Dako®, Z0334) – marcador de astrócitos. A proteína 

ácida fibrilar glial (GFAP, do inglês, glial fibrillar acid protein) está envolvida em vários 

processos funcionais das células, não totalmente conhecidos (FAHMY e MOFTAH, 2010). 

Provavelmente é responsável pelo controle da forma e do movimento dos astrócitos. Pode, 

também, desempenhar um papel significativo na interação dos astrócitos com as outras 

células do SNC. Por isso, o anticorpo anti-GFAP é um método preciso na identificação 

dessas células (FAHMY e MOFTAH, 2010);  

 

O protocolo de imunohistoquímica utilizado foi previamente usado por Gomes-

Leal, 2002 e Gomes-Leal et al., 2004, 2005. As lâminas montadas foram retiradas do 

freezer e secas na estufa por 30 minutos à 37 0C. Em seguida, lavadas em PBS (tampão 

fosfato salina) sob agitação constante por 5 minutos, imersas em tampão borato (0,2M; pH 

9,0; ácido bórico da Nuclear®) em temperatura constante de 65ºC por 20 minutos e 

resfriadas, na mesma solução, em temperatura ambiente, durante o mesmo período de 

tempo. Este procedimento foi feito para garantir uma intensidade melhor da 

imunoistoquímica (GOMES-LEAL, 2002; GOMES-LEAL et al., 2004, 2005). Em 

seguida, as secções foram lavadas novamente em PBS por 5 minutos e imersas em solução 

de álcool metílico e peróxido de hidrogênio (Merck®) (1ml de peróxido de 

hidrogênio/100ml de metanol), inibindo-se, assim, a peroxidase endógena das células do 

tecido analisado. A partir daí foi iniciado o processo imunohistoquímico propriamente dito, 

no qual as secções novamente lavadas em PBS, dessa vez com solução de PBS/Tween® (5 

minutos) foram incubadas em soro normal de cabra (anti-GFAP) ou soro normal de cavalo 

(para marcação com anti-NeuN e anti-ED1), ambos em diluição de 10%, durante 1 hora. 

Após este período, as secções foram incubadas em anticorpo primário, durante uma noite, 

de acordo com a diluição previamente mencionada. 
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No dia seguinte, as secções foram novamente lavadas (PBS/Tween, 5 minutos) e 

incubadas em anticorpo secundário biotinilado anti-coelho feito em cabra (1:200; GFAP), 

anti-camundongo feito em cavalo (1:100; NeuN, anti- ED1) por 2 horas. Faltando 1 hora 

para o término da incubação no anticorpo secundário, foi preparada a solução de ABC 

(avidina-biotina-peroxidase - kit ABC dos laboratórios Vector®) e esta ficou em repouso 

até sua utilização. Após nova lavagem, as secções foram incubadas no ABC por mais 2 

horas. Em seguida, quatro novas lavagens (PBS/Tween, 5 minutos) foram feitas para 

posterior revelação. O cromógeno utilizado foi o DAB (diaminobenzidina – Sigma-

Aldrich). Na sequência, as secções foram lavadas em PB 0,1M, desidratadas, diafanizadas 

e montadas entre lâmina e lamínula. 

 

2.6. ANÁLISES QUALITATIVA E QUANTITATIVA 

 

Para análise qualitativa, as secções, marcadas pelos diferentes métodos 

histológicos, foram inspecionadas em microscópio óptico (Nikon® – ECLIPSE 50i) e as 

imagens foram captadas por câmera fotográfica (Moticam® – 5500 – 5 MPixels) acoplada 

a microscópio óptico (Nikon® – ECLIPSE 50i). 

A análise quantitativa para a investigação dos padrões de reatividade astrocitária e 

perda neuronal, consistirão na contagem do número de astrócitos (células GFAP+) e 

corpos neuronais (células NeuN+) de todos os grupos experimentais, utilizando objetiva de 

40X e gradícula de área 0.0625 mm2 acoplada a ocular de um microscópio óptico (Nikon® 

– ECLIPSE 50i). Foram utilizados nas contagens 3 secções por animal e 16 campos por 

secção, todos na região estriatal (Figura 7), e, no mínimo, 3 animais para cada grupo 

experimental.  
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Figura 7: Análise quantitativa de células NeuN+ e GFAP+ na região estriatal: contagem de 

16 campos por secção na área de penumbra e centro isquêmico após MCAO. Fonte: Imagem 

adaptada de ENGEL et al., 2011. 

 

Fez-se apenas análise qualitativa para as células ED1+ a fim de tornar possível a 

validação da atividade antiflamatória do betacariofileno em lesão isquêmica aguda pós 

MCAO.   

 

2.7. ANÁLISE ESTATÍSTICA 

As médias, desvios padrão e erros padrão foram obtidos para todas as contagens. A 

comparação entre grupos foi realizada por análise de variância um critério e teste de 

correção de Tukey. O nível de significância estipulado foi de p<0,05. A construção gráfica 

e a análise estatística foram realizadas no programa GraphPad (Prism 7.0 para windows). 
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3. RESULTADOS  

3.1 MICROINJEÇÕES ESTRIATAIS DE ET-1 INDUZEM SINTOMAS 

MOTORES CARACTERÍSTICOS DE LESÃO ISQUÊMICA  

 

Após a indução isquêmica por microinjeção de 80pMol de ET-1, sobre um ramo da 

artéria cerebral média, os animais foram avaliados a fim de se averiguar possíveis déficits 

motores. Observou-se que todos os animais apresentaram desvio ispsilateral do tronco, 

estáticos na posição de decúbito ventral, além de retração da pata contralateral para junto 

do corpo. Verificou-se a movimentação circular do animal para o mesmo lado da lesão 

isquêmica, isto é, o deslocamento em círculos para a esquerda. A partir desses achados 

confirma-se a eficiência da indução isquêmica. 

 

3.2 MICROINJEÇÕES DE ET-1 INDUZEM PERDA NEURONAL  

 

A perda neuronal foi avaliada segundo resultados obtidos da imunoistoquímica para 

NeuN, marcador específico de pericários neuronais maduros. Observou-se, portanto, 

intensa perda neuronal no estriado após a indução isquêmica com microinjeções de ET-1. 

E isto foi claramente reconhecido pelo notável desaparecimento de corpos neuronais no 

centro isquêmico em grupos experimentais controle e tratados comparados ao estriado não 

isquêmico (Figuras 8). 
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Figura 8: Padrão de lesão evidenciado com coloração tecidual de violeta de cresila. 

Redução da marcação de corpos celulares após MCAO em todos os grupos independente de 

A 

 

B 

C D 

E F 
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tratamento (C-F) em comparação com o estriado não isquêmico (A e B). Betacariofileno 

provavelmente induziu neuroproteção em relação ao grupo controle, 3 dias após a lesão isquêmica. 

Animais controle, tratados com veículo, estriado não isquêmicos contralateral (A-B) e extensa 

lesão isquêmica evidenciada através de palor tecidual em estriado ipsilateral 3 dias (C-D) após a 

MCAO em animais controle. Animais tratados com betacariofileno 3 dias (E-F) após a indução 

isquêmica. As setas apontam para os pericários neuronais.* Centro de lesão magnificação na foto 

seguinte (com exceção do estriado contralateral que representa apenas o local escolhido para a 

magnificação na foto seguinte). VL (Ventrículo lateral). E (Estriado) Escala: 400 um (A, C, E); 

40um (B, D, F) 

 

3.3 O TRATAMENTO COM BETACARIOFILENO INDUZ 

NEUROPROTEÇÃO APÓS MCAO 

 

O tratamento com betacariofileno induziu redução significativa da área isquêmica, 

quando comparado com os animais isquêmicos que receberam somente veículo. Os 

animais do grupo tratado apresentaram mais células NeuN+ que os animais controle em 

relação aos tempos de sobrevida avaliados. Foi verificado, portanto, aumento significativo 

do número de neurônios em animais tratados com betacariofileno 3 (P = 0,0003) e 7 dias 

após a MCAO (P < 0,0001) (Figuras 9 a 11).   

 

Os animais do grupo G1 (isquêmicos tratados com veículo) apresentaram menos 

células NeuN+ (controle - média de ±34,8) que G2 (tratados com betacariofileno - média 

±52,2) após 3 dias de MCAO. O mesmo resultado se repetiu 7 dias após MCAO, onde foi 

verificado aumento significativo do número de neurônios em G3 (controle - média de 

±20,9) do que os animais do grupo G4 (tratados com betacariofileno – média ±62,6) após a 

MCAO.  
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Figura 9: Perda neuronal após MCAO em todos os grupos independente de condição de 

tratamento (C-F) em comparação com o estriado contralateral (A e B). Betacariofileno preservou 
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maior número de neurônios em relação ao grupo controle, 3 dias após a lesão isquêmica. Animais 

controle, estriado contralateral (A-B) e estriado ipsilateral controle 3 dias (C-D) após a MCAO. 

Animais tratados com betacariofileno 3 dias (E-F) após a indução isquêmica. As setas apontam 

para células NeuN+.* Centro de lesão(com exceção do lado contralateral que representa apenas o 

local escolhido para a magnificação na foto seguinte). VL (Ventrículo lateral). E (Estriado) Escala: 

400 um (A, C, E); 40um (B, D, F)  

 

Figura 10: Perda de neurônio expressiva em animais controle 7 dias após- MCAO (A-B).  

Maior intensidade de marcação neuronal em animais tratados com betacariofileno 7 dias após a 

lesão (C e D). Betacariofileno preservou maior número de neurônios em relação ao grupo controle, 

7 dias após a lesão isquêmica. Animais controle, estriado ipsilateral (A-B) 7 dias após a MCAO. 

Animais tratados com betacariofileno 7 dias (C-D) após a indução isquêmica. As setas apontam 

para células NeuN+.* Centro de lesão (representa apenas o local escolhido para a magnificação na 

foto seguinte). VL (Ventrículo lateral). E (Estriado) Escala: 400 um (A, C); 40um (B, D) 
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Figura 11: Quantificação de células NeuN+ no centro e penumbra isquêmica do estriado 

de animais tratados e animais controle. Betacariofileno preservou maior número de neurônios em 

relação ao grupo controle, 3 e 7 dias após MCAO. Redução no número de células em animais 

controle de 3 a 7 dias. ***P=0,0003 e ****P<0,0001.  

 

 

3.4 O TRATAMENTO COM BETACARIOFILENO DIMINUE A ATIVAÇÃO 

MICROGLIAL APÓS MCAO 

 

A fim de validar o efeito antinflamatório do betacariofileno fez-se análise 

qualitativa das células ED1+. Verificamos, portanto, que após a MCAO, pode-se 

evidenciar qualitativamente a presença de intensa ativação microglial/macrofágica, no 

centro da lesão (Figura 12A, C), demonstrando a resposta inflamatória em decorrência da 

isquemia. Porém, o que se percebe é que o sesquiterpeno utilizado, betacariofileno, 

***	

****	
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mostrou-se aparente inibidor da ativação microglial/macrofágica quando comparado ao 

grupo controle (Figura 12B, D). 

As células microgliais/macrofágicas ativadas apresentaram-se arredondadas no 

centro isquêmico, representado o estágio máximo de ativação morfológica microglial, no 

entanto, percebe-se a presença de padrões ameboide/ramificado em animais tratados com 

betacariofileno. 

 

 Figura 12: Ativação microglial/macrofágica após indução da isquemia no centro isquêmico 

(A,C).  Provável redução aparente no número de células microgliais/macrofágicas ativadas após 

tratamento com betacariofileno em comparação com grupos controle, tratados apenas com veículo 

(B, D). Os dados qualitativos revelaram a possível redução de células estriatais ED1+, em animais 

tratados com betacariofileno de 3 dias de sobrevida após MCAO. As setas apontam para as células 

ED1+ e seu padrão morfológico de micróglia/macrófago arredondado, típicos de ativação (B) no 
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D 
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controle ou com provável inibição em padrão ramificado (D) nos animais tratados. * Centro de 

lesão. VL (Ventrículo lateral). E (Estriado). Escala: 400 um (A, C); 40um (B, D). 

 

 

3.5 MICROINJEÇÕES DE ET-1 INDUZEM ASTROGLIOSE E 

BETACARIOFILENO REDUZ A INDUÇÃO DA REATIVIDADE ASTROCITÁRIA 

APÓS MCAO 

  

A reatividade astrocitária foi analisada pela imunoistoquímica para GFAP, um 

marcador clássico de astrócitos (GOMES-LEAL et al., 2004). Nos estriados isquêmicos, 

houve um aumento da astrogliose comparados ao hemisfério contralateral não isquêmico, 

apresentando células com aumento do volume de corpo celular, encurtamento dos ramos e 

hipertrofia concomitante da sua espessura a partir de 3 dias após a indução isquêmica 

(Figura 13 e 14). A astrogliose aparentemente mostrou-se maior nos animais controle 

perfundidos 3 dias após a lesão do que nos animais tratados com betacariofileno no mesmo 

tempo de sobrevida (Figura 13), entretanto, esta diferença não foi estatisticamente 

significativa (P = 0,06) (Figura 15). No tempo de sobrevida de 7 dias após a lesão, 

observou-se reduzido número de astrócitos no estriado do animal tratado com 

betacariofileno (média de ±16,5) em comparação com os animais controle (Figura 15) 

(média de ±31,9) com significância estatística (P<0,0001). 
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Figura 13: Reatividade astrocitária pós-MCAO. Aumento da astrogliose em animais isquêmicos 

com e sem tratamento com betacariofileno, apresentando células com aumento do volume de corpo 

celular, encurtamento dos ramos e hipertrofia concomitante da sua espessura a partir de 3 dias após 

a indução isquêmica (A,C). Os dados qualitativos revelaram a possível redução de células estriatais 

GFAP+ em animais tratados com betacariofileno em comparação ao controle (B e D), porém esta 

diferença não foi estatisticamente significativa. As setas apontam para as células GFAP+ e seu 

padrão morfológico de astrócito tipicamente reativo (B) no controle ou nos animais tratados (D). * 

Centro de lesão. VL (Ventrículo lateral). E (Estriado). Escala: 400 um (A, C); 40um (B, D). 
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Figura 14: Betacariofileno reduz a indução da reatividade astrocitária 7 dias pós-MCAO. 

Tratamento com betacariofileno em comparação com grupo controle (B, D). Os dados qualitativos 

revelaram redução das células estriatais reativas GFAP+, em animais tratados com betacariofileno 

de 7 dias de sobrevida após MCAO. As setas apontam para as células GFAP+ e seu padrão 

morfológico de astrócito reativo (B) no controle ou com provável inibição em padrão pouco 

ramificado e reduzido (D) nos animais tratados. * Centro de lesão. VL (Ventrículo lateral). E 

(Estriado). Escala: 400 um (A, C); 40um (B, D). 
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Figura 15: Quantificação de células GFAP+ no centro e penumbra isquêmica do estriado 

de animais tratados e animais controle. Betacariofileno reduziu significativamente o número de 

astrócitos em relação ao grupo controle 7 dias após MCAO. Não houve diferença estatisticamente 

significativa entre grupos de sobrevida 3 dias após a lesão. Redução no número de células em 

animais tratados com betacariofileno 7 dias após MCAO. ****P<0,0001.  
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4 DISCUSSÃO 

4.1 CONSIDERAÇÕES GERAIS 

Nesta tese, induziu-se MCAO por microinjeções de ET-1 em uma região ventral do 

estriado, próximo a um ramo da artéria cerebral média localizado no córtex piriforme 

(MOYANOVA et al., 2007). Após MCAO, houve intensa ativação microglial em 3 dias, 

aumento de reatividade astrocitária e perda neuronal entre 3 e 7 dias. O tratamento com 

betacariofileno diminuiu a ativação microglial e astrocitária e induziu preservação de 

corpos neuronais nos tempos de sobrevida investigados.  

Diversas evidências indicam o envolvimento da cascata inflamatória na patogênese 

da lesão isquêmica cerebral. A reação inflamatória, acionada pela isquemia no sistema 

nervoso central, caracteriza-se pelo influxo de leucócitos, incluindo polimorfonucleares 

seguidos pelos monócitos, e pela ativação de micróglia e astrócitos. Para tanto, é 

necessário a expressão de moléculas de adesão específicas, fatores quimiotáticos e 

citocinas pró-inflamatórias. As citocinas são proteínas de baixo peso molecular, produzidas 

e secretadas pelos monócitos, macrófagos, células endoteliais e fibroblastos e, no SNC, são 

produzidas e secretadas pela microglia e pelos astrócitos (CHANG et al., 2013, LOPES et 

al., 2016). 

O modelo de MCAO é o que melhor simula a doença humana, considerando a alta 

incidência de obstrução desta artéria em pacientes (LOPES et al., 2016, ENGEL et al., 

2011; HENSHALL et al., 1999). A utilização da ET-1 como indutor da lesão isquêmica é 

tecnicamente mais simples que o modelo com utilização de microfilamento, que necessita 

de um complexo processo cirúrgico (SHARKEY e BUTCHER, 1995; WINDLE et al., 

2006; MOYANOVA et al., 2007), tornando-se, por tudo isso, um modelo facilmente 
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reprodutível, o que possibilita melhor entendimento da fisiopatologia dos AVEs 

isquêmicos (SHARKEY e BUTCHER, 1995; WINDLE et al., 2006; MOYANOVA et al., 

2007). 

Dentre diversas estratégias terapêuticas avaliadas para o tratamento de AVEs 

isquêmicos, os fitoterápicos estão bastante presentes. Neste trabalho investigamos o efeito 

neuroprotetor e antinflamatório do betacariofileno, composto que faz parte da dieta de 

muitas pessoas através da ingestão de especiarias, como pimenta do reino, canela e copaíba 

(FERREIRA, 2014). 

Betacariofileno (trans-4,11,11-trimethyl-8-methylenebicyclo[7,2,0]undec-4-ene), 

encontrado em várias plantas, é um sesquiterpeno de baixa toxicidade (CHANG et al., 

2013). Este é o principal componente do óleo-resina de copaíba, extraído do tronco de 

várias espécies de árvores do gênero Copaífera da família Leguminosae. As propriedades 

farmacológicas deste óleo incluem: ação diurética, laxante, antitetânica, antisséptica, 

cicatrizante, anti-inflamatória e antitumoral (GUIMARÃES et al., 2012, FERREIRA, 

2014, ANDRADE-SILVA et al., 2016, LOU et al., 2016). O composto betacariofileno 

isolado tem sido associado à atividade anti-inflamatória, antibacteriana, antifúngica e 

antiedêmica (OJHA et al., 2016). 

O betacariofileno possui característica lipofílica, o que facilita a sua entrada nas 

células. Vários constituintes de óleos essenciais possuem diferentes atividades biológicas 

no SNC, o que sugere que sejam capazes de atravessar a barreira hematoencefálica 

(YAMAGUCHI e GARCIA, 2012). O betacariofileno é um fitocanabinóide, que atua 

seletivamente sobre o receptor canabinóide-2 (CB2), e seu efeito analgésico na dor 

neuropática foi demonstrado em camundongos (KLAUKE et al., 2014). 
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4.2 O TRATAMENTO COM BETACARIOFILENO INDUZ NEUROPROTEÇÃO EM 

TEMPOS AGUDOS APÓS MCAO 

O tratamento com betacariofileno induziu neuroproteção nos primeiros dias após 

MCAO, tal como foi constatado recentemente por LOU et al. (2016), utilizando modelo 

experimental de isquemia cerebral focal, demonstraram que o pré-tratamento 

betacariofileno promove um papel neuroprotetor 24 horas após lesão, justificando o efeito 

protetor neural à propriedade anti-oxidante do sesquiterpeno, que provavelmente estaria 

associada à prevenção de AVEs isquêmicos. 

Um estudo associando o tratamento com betacariofileno aplicado a modelos 

experimentais de doenças neurodegenerativas demonstrou a atividade neuroprotetora deste 

sesquiterpeno contra as neurotoxinas MPP+, AB42 e 3-NP, que induzem in vitro 

mecanismos moleculares similares aos observados in vivo nas doenças de Parkinson, 

Alzheimer e Huntington, respectivamente (FERREIRA, 2014).  

Trabalhos em nosso laboratório constataram que alguns fármacos que atuam como 

antinflamatórios, como a minociclina induz neuroproteção em diversos modelos 

experimentais de desordens neurais, incluindo AVE (YRJANHEIKKI et al, 1999; 

SOUZA-RODRIGUES et al., 2008; FRANCO, 2009; CARDOSO, 2010; SILVA, 2011), 

lesão aguda da medula espinhal (STIRLING et al., 2004; CORDEIRO DE SOUZA, 2011) 

e epilepsia (YANG et al., 2010; FERREIRA, 2011). Outros inibidores microgliais, como o 

PJ34, induzem proteção neuronal após isquemia hipocampal (HAMBY et al., 2007), 

reduzindo a perda neuronal no hipocampo em até 84%, em um modelo de isquemia global. 

O estudo publicado em 2013 por CHANG et al., demonstrou que apenas uma 

simples injeção intraperitoneal de betacariofileno (10mg/kg) reduziu significativamente o 
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volume de infarto cortical em 67% imediatamente após MCAO em ratos. Verificaram 

ainda que os déficits neurológicos causados pela MCAO foram também reduzidos 

significativamente pelo uso de betacariofileno. Neste mesmo estudo, comprovaram que o 

betacariofileno é capaz de inibir a expressão de óxido nítrico sintetase, interleucina (IL)-

1β, IL-6 e ciclooxigenase 2 na célula microglial, reduzindo também o nível de óxido 

nítrico e prostaglandina E2.  

Todos esses achados sugerem que o betacariofileno possui uma atividade 

neuroprotetora potente e essa neuroproteção pode ser parcialmente explicada pela 

modulação de mediadores e células inflamatórias. 

 

4.3 O TRATAMENTO COM BETACARIOFILENO É UM MÉTODO EFICAZ PARA 

INIBIR A ATIVAÇÃO MICROGLIAL APÓS ISQUEMIA 

Neste estudo, o betacariofileno diminuiu qualitativamente o número de células 

ED1+ no estriado isquêmico 3 dias após a indução de lesão isquêmica. No entanto, neste 

estudo, não foi realizada análise quantitativa da diminuição do número total de células 

microgliais, avaliado pela imunoistoquímica para CD11b, um marcador geral de micróglia. 

Neste trabalho, utilizando a imunoistoquímica para o anticorpo anti-ED1, observamos que 

o betacariofileno diminuiu a ativação microglial qualitativamente, o que alcança o 

resultado esperado quanto à validação do efeito antinflamatório do betacariofileno. 

Estudos prévios de nosso grupo e de outros autores mostraram que outros anti-

inflamatórios e/ou antibióticos, principalmente a indometacina e a minociclina, diminuem 

a ativação microglial em várias doenças do SNC, incluindo AVE (YRJANHEIKKI et al, 

1999; SOUZA-RODRIGUES et al., 2008; FRANCO, 2009; CARDOSO, 2010; SILVA, 
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2011, LOPES et al., 2016), lesão aguda da medula espinhal (STIRLING et al., 2004; 

CORDEIRO DE SOUZA, 2011) e epilepsia (YANG et al., 2010; MAGNO, 2011). Os 

mecanismos pelos quais a indometacina e a minociclina inibem as células microgliais não 

são totalmente estabelecidos, tal como a utilização do betacariofileno. Sabe-se que anti-

inflamatórios inibem enzimas pró-inflamatórias, incluindo as cicloxigenases 

(YRJANHEIKKI et al, 1999; HOEHN et al., 2005).  

Recentemente, um projeto desenvolvido em nosso laboratório por GUIMARÃES et 

al. (2012) investigou os efeitos antinflamatórios e neuroprotetores do óleo de copaíba na 

lesão aguda induzida por NMDA no córtex motor de ratos adultos. Os autores observaram 

que o tratamento com o óleo de copaíba, cujo principal componente é o betacariofileno, 

reduziu o recrutamento dos neutrófilos e a ativação microglial no local da lesão, o que 

corrobora com os dados qualitativos encontrados nesta tese ao avaliar o efeito inibitório de 

macrófagos/micróglia 3 dias após MCAO.  

Os mecanismos pelos quais o óleo de copaíba exerce seus efeitos ainda não estão 

totalmente esclarecidos, mas os estudos sugerem que a atenuação do recrutamento de 

neutrófilos e a inibição de macrófagos ocorra por mecanismo envolvendo o receptor 

canabinóide do tipo 2 (GUIMARÃES et al., 2012). Há evidências do efeito antinflamatório 

resultante da ativação do receptor canabinóide 2 (CB2) em modelos de doenças 

inflamatórias clinicamente relevantes (ANDRADE-SILVA et al., 2016, OJHA et al., 

2016). A ativação do receptor CB2 parece exercer efeitos benéficos em doenças associadas 

à inflamação, estresse oxidativo e morte celular, pois evita ou diminui a ativação da 

microglia. Em um modelo animal de doença de Alzheimer a ativação da microglia foi 

completamente inibida pela administração de um agonista seletivo do receptor canabinóide 

CB2 (RAMIREZ et al., 2005). A presença de receptores CB2 na microglia no cérebro de 
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paciente portador de Alzheimer sugere que o CB2 pode proporcionar um novo alvo para 

uma variedade de neuropatias (ASHTON E GLASS, 2007). Desta forma, compostos 

agonistas seletivos do receptor CB2, como é o caso do betacariofileno, contituem 

alternativas interessantes de tratamento nos processos neurodegenerativos, tal como 

eventos pós-isquêmicos associados ao AVE.  

 

4.4 BETACARIOFILENO INIBE A ASTROCITOSE INDUZIDA APÓS MCAO  

Assim como a microglia, a atividade astrocitária parece ser inicialmente lesiva e 

tardiamente protetora. É evidente, portanto, que o conhecimento da dinâmica da resposta 

dos astrócitos às lesões nervosas é essencial para o estudo da neuropatologia e para a 

avaliação dos danos neurais. 

Nesta investigação foi encontrado aumento progressivo da reação astrocitária 

(astrocitose) após lesão isquêmica a partir do 3o dia pós-isquemia, sendo encontrado ao 7o 

dia astrócitos com padrões reativos, hipertróficos.  

Os astrócitos são células gliais envolvidas na homeostasia do SNC. Estas funções 

não são apenas necessárias para o tecido nervoso em condições fisiológicas de trabalho, 

mas também em muitas condições patológicas, incluindo AVE. Os astrócitos podem 

contribuir com danos por propagação de depressão alastrante ou envio de sinais pro-

apoptóticos (ANDERSON et al. 2010).  

Os astrócitos também podem inibir a regeneração através da participação na 

formação da cicatriz glial. Por outro lado, os astrócitos são importantes liberadores de 

agentes antioxidantes de defesa e na secreção de fatores de crescimento, o que 
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provavelmente fornece neuroproteção em fase aguda, bem como a promoção neurogênese 

e regeneração na fase crônica após a lesão (ANDERSON et al. 2010).  

Após isquemia focal permanente, os sinais de morte astrocitária foram relatados 

antes dos neurônios apresentarem sinais de danos irreversíveis (GRACIA et al. 1993; LIU 

et al. 1999). Os resultados recentes demonstram que o metabolismo intermediário, tanto 

neuronal quanto astrocitário, são alterados de maneira semelhantemente em 30 minutos 

após isquemia focal (HABERG et al. 2001).  

Em outro trabalho desenvolvido por nosso grupo de pesquisa, não utilizamos 

parâmetros quantitativos que permitissem detectar uma diminuição da população de 

astrócitos (SOUZA-RODRIGUES et al., 2008), entretanto a análise qualitativa sugeriu um 

aumento de reatividade da imunoistoquímica para GFAP, além de características 

morfométricas que revelam um corpo celular maior e exibem processos mais espessos e 

longos. O que corrobora com os resultados obtidos pelo presente projeto de tese, cujo 

modelo experimental induziu aumento quantitativo do número de astrócitos reativos em 

animais isquêmicos sem tratamento e observou-se o efeito do betacariofileno com fator 

antinflamatório associado à redução da astrocitose. 

OJHA et al. (2016) estudaram o efeito do betacariofileno sobre a indução de 

ativação de células gliais no estriado de ratos, em modelo experimental de doença de 

Parkinson e constataram que o tratamento com betacariofileno diminuiu significativamente 

o número de astrócitos e micróglia ativados quando comparado com animais tratados 

apenas com veículo. Tal resultado comprova que o efeito inibidor astrocítico constatado 

nesta tese está de acordo com o encontrado na literatura atual. 
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Após lesão, essas células gliais podem liberar seu conteúdo de glutamato 

contribuindo para a exacerbação do dano primário (GOMES-LEAL et al. 2004). A 

ativação astrocitária descrita aqui (de 3 até 7 dias) permite uma visão divergente a relatada 

em outros estudos que prever a astrocitose como uma reação benéfica à uma lesão tecidual 

(LI et al. 2005), embora astrocitose excessiva e a sua cicatriz glial venham a prejudicar a 

regeneração axonal em fases crônicas após desordens agudas (GALTREY e FAWCETT, 

2007), além do mais, perceptivelmente, a redução do número de astrócitos reativos pode 

estar correlacionada ao maior efeito neuroprotetor do betacariofileno.  

A turgescência astrocitária observada em algumas investigações é uma resposta 

rápida à isquemia, a qual pode induzir a uma liberação adicional de glutamato, redução do 

espaço extracelular alterações das concentrações iônicas, podendo gerar um quadro de 

excitotoxicidade (KIMELBERG, 2000; SYKOVA, 1997, 2001).  

Além disso, os astrócitos reativos apresentam processos alongados em áreas 

circunvizinhas à isquemia do grupo não tratado com betacariofileno. Tais achados sugerem 

que os astrócitos também respondem à lesão através da adoção de um fenótipo mais 

imaturo, podendo tais mudanças contribuir pelo menos em parte para recuperação da rede 

astroglial (KAJIHARA et al. 2001).  

Nesta tese pode-se constatar que a reatividade astrocitária é perceptivelmente 

inibida pelo betacariofileno 7 dias após MCAO. Acredita-se que, embora tenha sido 

observado apenas aparente e não significativa diferença estatística quanto ao número de 

astrócitos entre animais tratados com betacariofileno no tempo de 3 dias, isto reflete o que 

a literatura já relata sobre o pico de atividade astrocitária após lesões e esse efeito não 

parece ser em conseqüência de uma disfunção astrocitária, visto que há um aumento de 
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GFAP desde 4 até 21 dias pós-isquemia (BRUHN et al., 2000; CHEN et al., 2005; TORP 

et al., 1995).  

 

É necessário estudo mais aprofundado para que se possa correlacionar com 

exatidão a redução da reatividade astrocitária ao tratamento neuroprotetor com 

betacariofileno. 

 

5. CONCLUSÃO 

• O tratamento com betacariofileno possivelmente induz neuroproteção 3 e 7 dias 

após MCAO;  

• O tratamento com betacariofileno inibide a atividade microglial nos primeiros 3 

dias após MCAO induzida por microinjeções de ET-1; 

• O tratamento com betacariofileno é um eficaz inibidor da astrogliose nos primeiros 

dias após MCAO induzida por microinjeções de ET-1; 

• Os efeitos neuroprotetores do betacariofileno são uma abordagem promissora que 

pode contribuir para a recuperação funcional após AVE experimental e em 

humanos. 
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