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(ET-1). Controle: grupo isquêmico tratado apenas com Tween; 

Tratado: grupo isquêmico tratado apenas com extrato de 

gergelim. (p<0,05). 
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Figura 20 Análise quantitativa de células gliais (astrócitos GFAP+ / campo) 

imunorreativos na área isquêmica após injeção de endotelina-1 

(ET-1). Controle: grupo isquêmico tratado apenas com Tween; 

Tratado: grupo isquêmico tratado apenas com extrato de 

gergelim. (p<0,05). 
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Figura 21 Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação 

para células gliais (micróglias) mostrando que o AVE isquêmico 

no Estriado (ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz 

imunomarcação positiva para essas células (ED-1+). Linha 

superior: animal controle (Tween), 1 dia após AVE; Linha 

inferior: animal tratado (Gergelim), 1 dia após AVE. Setas: 

apontam para células (micróglias/macrófagos) ED-1+; 

Asterisco (*): local de injeção de ET-1; CC: Corpo Caloso; ST: 

Estriado. Barra de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.) ;(C, F) 

400 µm. 
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Figura 22 Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação 

para células gliais (micróglias) mostrando que o AVE isquêmico 

no Estriado (ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz 

imunomarcação positiva para essas células (ED-1+). Linha 

superior: animal controle (Tween), 1 dia após AVE; Linha 

inferior: animal tratado (Gergelim), 1 dia após AVE. Setas: 

apontam para células (micróglias/macrófagos) ED-1+; 

Asterisco (*): local de injeção de ET-1; CC: Corpo Caloso; ST: 

Estriado. Barra de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.); (C, F) 

400 µm. 
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Figura 23 Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação 

para células gliais (micróglias) mostrando que o AVE isquêmico 

no Estriado (ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz 

imunomarcação positiva para essas células (ED-1+). Linha 

superior: animal controle (Tween), 1 dia após AVE; Linha 

inferior: animal tratado (Gergelim), 1 dia após AVE. Setas: 

apontam para células (micróglias/macrófagos) ED-1+; 

Asterisco (*): local de injeção de ET-1; CC: Corpo Caloso; ST: 

Estriado. Barra de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.) ;(C, F) 

400 µm. 
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Figura 24 Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação 

para células gliais (micróglias) mostrando que o AVE isquêmico 

no Estriado (ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz 

imunomarcação positiva para essas células (ED-1+). Linha 

superior: animal controle (Tween), 7 dias após AVE; Linha 

inferior: animal tratado (Gergelim), 7 dias após AVE. Setas: 

apontam para células (micróglias/macrófagos) ED-1+; 

Asterisco (*): local de injeção de ET-1; CC: Corpo Caloso; ST: 

Estriado. Barra de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.); (C, F) 

400 µm.  
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Figura 25 Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação 

para células gliais (micróglias) mostrando que o AVE isquêmico 

no Estriado (ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz 

imunomarcação positiva para essas células (ED-1+). Linha 

superior: animal controle (Tween), 7 dias após AVE; Linha 

inferior: animal tratado (Gergelim), 7 dias após AVE. Setas: 

apontam para células (micróglias/macrófagos) ED-1+; 

Asterisco (*): local de injeção de ET-1; CC: Corpo Caloso; ST: 

Estriado. Barra de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.); (C, F) 

400 µm. 
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Figura 26 Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação 

para células gliais (micróglias) mostrando que o AVE isquêmico 

no Estriado (ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz 

imunomarcação positiva para essas células (ED-1+). Linha 

superior: animal controle (Tween), 7 dias após AVE; Linha 

inferior: animal tratado (Gergelim), 7 dias após AVE. Setas: 

apontam para células (micróglias/macrófagos) ED-1+; 

Asterisco (*): local de injeção de ET-1; CC: Corpo Caloso; ST: 

Estriado. Barra de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.); (C, F) 

400 µm. 
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Figura 27 Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação 

para células gliais (micróglias) mostrando que o AVE isquêmico 

no Estriado (ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz 

imunomarcação positiva para essas células (ED-1+). Linha 

superior: animal controle (Tween), 7 dias após AVE; Linha 

inferior: animal tratado (Gergelim), 7 dias após AVE. Setas: 

apontam para células (micróglias/macrófagos) ED-1+; 

Asterisco (*): local de injeção de ET-1; CC: Corpo Caloso; ST: 

Estriado. Barra de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.); (C,F) 

400 µm 
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Figura 28 Análise quantitativa de células gliais (microglias/macrófagos 

ED1+ / campo) imunorreativas na área isquêmica após injeção 

de endotelina-1 (ET-1). Controle: grupo isquêmico tratado 

apenas com Tween; Tratado: grupo isquêmico tratado apenas 

com extrato de gergelim. (p<0,05). 
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Figura 29 Análise quantitativa de células gliais (microglias/macrófagos 

ED1+ / campo) imunorreativas na área isquêmica após injeção 

de endotelina-1 (ET-1). Controle: grupo isquêmico tratado 

apenas com Tween; Tratado: grupo isquêmico tratado apenas 

com extrato de gergelim. (p<0,05). 
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Figura 30 Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação 

para neurônios mostrando que o AVE isquêmico no Estriado 

(ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz perda neuronal e 

imunomarcação positiva com anticorpo anti-NeuN. Linha 

superior: animal controle (Tween), 1 dia após AVE; Linha 

inferior: animal tratado (Gergelim), 1 dia após AVE. Setas: 

apontam para células NeuN+; Asterisco (*): local de injeção de 

ET-1; CC: Corpo Caloso; ST: Estriado; VL: Ventrículo lateral. 

Barra de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.); (C, F) 400 µm. 
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Figura 31 Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação 

para neurônios mostrando que o AVE isquêmico no Estriado 

(ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz perda neuronal e 

imunomarcação positiva com anticorpo anti-NeuN. (a) e (d) 

ênfase para preservação de neurônios na periferia; (c) e (f) 

ênfase para de preservação de neurônios no centro da lesão; 

Linha superior: animal controle (Tween), 1 dia após AVE; 

Linha inferior: animal tratado (Gergelim), 1 dia após AVE. 

Setas: apontam para células NeuN+; Asterisco (*): local de 

injeção de ET-1; CC: Corpo Caloso; ST: Estriado; VL: Ventrículo 

lateral. Barra de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.); (C,F) 400 

µm. 
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Figura 31a Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação 

para neurônios mostrando que o AVE isquêmico no Estriado 

(ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz perda neuronal e 

imunomarcação positiva com anticorpo anti-NeuN. (a) e (d) 

ênfase para preservação de neurônios na periferia; (c) e (f) 

ênfase para de preservação de neurônios no centro da lesão; 

Linha superior: animal controle (Tween), 1 dia após AVE; 

Linha inferior: animal tratado (Gergelim), 1 dia após AVE. 

Setas: apontam para células NeuN+; Asterisco (*): local de 

injeção de ET-1; CC: Corpo Caloso; ST: Estriado; VL: Ventrículo 

lateral. Barra de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.); (C, F) 

400 µm. 
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Figura 32 Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação 

para neurônios mostrando que o AVE isquêmico no Estriado 

(ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz perda neuronal e 

imunomarcação positiva com anticorpo anti-NeuN. Linha 

superior: animal controle (Tween), 1 dia após AVE; Linha 

inferior: animal tratado (Gergelim), 1 dia após AVE. Setas: 

apontam para células NeuN+; Asterisco (*): local de injeção de 

ET-1; CC: Corpo Caloso; ST: Estriado; VL: Ventrículo lateral. 

Barra de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.); (C, F) 400 µm. 
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Figura 33 Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação 

para neurônios mostrando que o AVE isquêmico no Estriado 

(ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz perda neuronal e 

imunomarcação positiva com anticorpo anti-NeuN. Linha 

superior: animal controle (Tween), 1 dia após AVE; Linha 

inferior: animal tratado (Gergelim), 1 dia após AVE. Setas: 

apontam para células NeuN+; Asterisco (*): local de injeção de 

ET-1; CC: Corpo Caloso; ST: Estriado; VL: Ventrículo lateral. 

Barra de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.);(C,F) 400 µm. 
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Figura 34 Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação 

para neurônios mostrando que o AVE isquêmico no Estriado 

(ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz perda neuronal e 

imunomarcação positiva com anticorpo anti-NeuN. Linha 

superior: animal controle (Tween), 7 dias após AVE; Linha 

inferior: animal tratado (Gergelim), 7 dias após AVE. Setas: 

apontam para células NeuN+; Asterisco (*): local de injeção de 

ET-1; CC: Corpo Caloso; ST: Estriado; VL: Ventrículo lateral. 

Barra de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.) ;(C, F) 400 µm.  
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Figura 35 Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação 

para neurônios mostrando que o AVE isquêmico no Estriado 

(ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz perda neuronal e 

imunomarcação positiva com anticorpo anti-NeuN. Linha 

superior: animal controle (Tween), 7 dias após AVE; Linha 

inferior: animal tratado (Gergelim), 7 dias após AVE. Setas: 

apontam para células NeuN+; Asterisco (*): local de injeção de 

ET-1; CC: Corpo Caloso; ST: Estriado; VL: Ventrículo lateral. 

Barra de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.); (C, F)400 µm. 
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Figura 36 Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação 

para neurônios mostrando que o AVE isquêmico no Estriado 

(ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz perda neuronal e 

imunomarcação positiva com anticorpo anti-NeuN. Linha 

superior: animal controle (Tween), 7 dias após AVE; Linha 

inferior: animal tratado (Gergelim), 7 dias após AVE. Setas: 

apontam para células NeuN+; Asterisco (*): local de injeção de 

ET-1; CC: Corpo Caloso; ST: Estriado; VL: Ventrículo lateral. 

Barra de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.); (C, F) 400 µm. 

93 

Figura 36a Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação 

para neurônios mostrando que o AVE isquêmico no Estriado 

(ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz perda neuronal e 

imunomarcação positiva com anticorpo anti-NeuN. (a) e (d) 

ênfase para preservação de neurônios na periferia; (c) e (f) 

ênfase para de preservação de neurônios no centro da lesão; 

Linha superior: animal controle (Tween), 7 dias após AVE; 

Linha inferior: animal tratado (Gergelim), 7 dias após AVE. 

Setas: apontam para células NeuN+; Asterisco (*): local de 

injeção de ET-1; CC: Corpo Caloso; ST: Estriado; VL: Ventrículo 

lateral. Barra de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.); (C,F) 400 

µm. 
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Figura 37 Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação 

para neurônios mostrando strando que o AVE isquêmico no 

Estriado (ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz perda 

neuronal e imunomarcação positiva com anticorpo anti-NeuN. 

Linha superior: animal controle (Tween), 7 dias após AVE; 

Linha inferior: animal tratado (Gergelim), 7 dias após AVE. 

Setas: apontam para células NeuN+; Asterisco (*): local de 

injeção de ET-1; CC: Corpo Caloso; ST: Estriado; VL: Ventrículo 

lateral. Barra de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.); (C, F) 

400 µm. 
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Figura 38 Análise quantitativa de neurônios (NeuN+/campo) 

imunomarcados na área isquêmica após injeção de endotelina-

1 (ET-1). Controle: grupo isquêmico tratado apenas com Tween 

5%; Tratado: grupo isquêmico tratado apenas com extrato de 

gergelim 75mg/2x dia. (p<0,05).  
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Figura 39 Análise quantitativa de neurônios (NeuN+/campo) 

imunomarcados na área isquêmica após injeção de endotelina-

1 (ET-1). Controle: grupo isquêmico tratado apenas com Tween 

5%; Tratado: grupo isquêmico tratado apenas com extrato de 

gergelim 75mg/2x dia. (p<0,05). 
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Figura 40 Análise quantitativa de neurônios (NeuN+/campo) 

imunomarcados no centro da área isquêmica após injeção de 

endotelina-1 (ET-1). Controle: grupo isquêmico tratado apenas 

com Tween 5%; Tratado: grupo isquêmico tratado apenas com 

extrato de gergelim 75mg/2x dia. (p<0,05). 
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Figura 41 Análise quantitativa de neurônios (NeuN+/campo) 

imunomarcados no centro da área isquêmica após injeção de 

endotelina-1 (ET-1). Controle: grupo isquêmico tratado apenas 

com Tween 5%; Tratado: grupo isquêmico tratado apenas com 

extrato de gergelim 75mg/2x dia. (p<0,05). 
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Figura 42 Imagens de amostras de tecidos de fígados corados com 

Tricrômico de Gomori (TG) mostrando estruturas internas desse 

órgão, aparentemente sem alterações após 24 horas de 

tratamento. Linha superior: amostra de fígado de animal 

controle (Tween); Linha inferior: amostra de fígado de animal 

tratado (Gergelim). Setas: apontam para hepatócitos; VCL: Veia 

centrolobular; HEP: hepatócitos. Barra de escala: 50 µm (A, D); 

100 µm (B, E.); (C, F) 400 µm. 
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Figura 43 Imagens de amostras de tecidos de fígados corados com 

Hematoxilina e Eosina (HE) mostrando estruturas internas 

desse órgão aparentemente sem alterações após 24 horas de 

tratamento. Linha superior: amostra de fígado de animal 

controle (Tween); Linha inferior: amostra de fígado de animal 

tratado (Gergelim). Setas: apontam para hepatócitos; VCL: Veia 

centrolobular; Hep: hepatócitos. Barra de escala: 50 µm (A, D); 

100 µm (B, F.); 400 µm. 
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Figura 44 Imagens de amostras de tecidos de rins corados com 

Hematoxilina e Eosina (HE) mostrando estruturas internas 

desse órgão aparentemente sem alterações após 24 horas de 

tratamento. Linha superior: amostra de rim de animal controle 

(Tween); Linha inferior: amostra de rim de animal tratado 

(Gergelim). Setas: apontam para glomérulos renais; Glr: 

Glomérulo Renal; Tr: Túbulo Renal. Barra de escala: 50 µm (A, 

D); 100 µm (B, E.); (C, F) 400 µm. 
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Figura 45 Imagens de amostras de tecidos de rins corados com Tricrômico 

de Gomori (TG) mostrando estruturas internas desse órgão 

aparentemente sem alterações após 24 horas de tratamento. 

Linha superior: amostra de fígado de animal controle (Tween); 

Linha inferior: amostra de fígado de animal tratado (Gergelim). 

Setas: apontam para Glomérulos Renais; Glr: Glomérulo Renal; 

Tcp: Túbulos Renais. Barra de escala: 50 µm (A, C); 400 µm 

(B, D). 
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Figura 46 Imagens de amostras de tecidos de fígado corados com 

Hematoxilina /Eosina (HE) e Tricrômico de Gomori (TG) 

mostrando estruturas internas desse órgão aparentemente sem 

alterações após 7 dias de tratamento. Linha superior: amostra 

de fígado de animal controle (Tween); Linha inferior: amostra 

de fígado de animal tratado (Gergelim). Setas: apontam para 

hepatócitos; VCL: Veia centrolobular; HEP: hepatócitos. Barra 

de escala: 50 µm (A, D); 400 µm (B, E). 
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Figura 47 Imagens de amostras de tecidos de rins corados com P.A.S 

(Reativo de Shiff) mostrando estruturas internas desse órgão 

aparentemente sem alterações após 7 dias de tratamento. 

Linha superior: amostra de rim de animal controle (Tween); 

Linha inferior: amostra de rim de animal tratado (Gergelim). 

Setas: apontam para Túbulos renais; Tcp: túbulos contorcidos 

proximais; Glr: Glomérulo renal. Barra de escala: 100 µm (A, 

C); 400 µm (B, D). 
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Figura 48 Imagens de amostras de tecidos de rins corados com P.A.S 

(Reativo de Shiff) mostrando estruturas internas desse órgão 

aparentemente sem alterações após 24 horas de tratamento. 

Linha superior: amostra de rim de animal controle (Tween); 

Linha inferior: amostra de rim de animal tratado (Gergelim). 

Setas: apontam para Glomérulos renais; Tr: Túbulos renais; 

Glr: Glomérulo renal. Barra de escala: 50 µm (A, D); 100 µm 

(B, E.); (C, F) 400 µm. 
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Figura 49 Avaliação Citotóxica do Extrato de Gergelim Preto (Sesamum 

indicum L). Tabela de valores de concentrações do extrato x 

tempo e percentual de hemólise.  Distribuição em placas e tubo 

de ensaios de amostras: controle (-) e controle (+). 

105 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

   

LISTA DE TABELAS  

 

Tabela 01 Grupos Experimentais, descrição e quantidade de animais por 

grupo. 

64 

Tabela 02 Propriedade hemolítica do extrato supercrítico de gergelim 

(Sesamum indicum). 

104 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

   

RESUMO 

 

Acidente Vascular Encefálico (AVE) é uma neuropatologia caracterizada como o 
surgimento súbito global ou focal de déficits da função neurológica de duração 
superior a 24 horas ou que leve a morte, cuja única causa reside na origem vascular. 
Estudos sobre a incidência, comprometimento físico e mortalidade enquadram o AVE 
como a segunda causa de morte no mundo e a principal complicação orgânica que 
leva às disfunções físico-neurológicas, frequentemente, graves e permanentes. A 
indução do AVE em animais de experimentação e o entendimento de sua 
fisiopatologia, bem como a busca de tratamentos que minimizem os danos 
neurológicos e estimulem a recuperação morfofuncional do indivíduo afetado são 
temas de grande relevância científica e clínica. Neste estudo, investigamos os 
possíveis efeitos neuroprotetores e/ou anti-inflamatórios do extrato supercrítico de 
gergelim preto (Sesamun indicum L.) após lesão isquêmica focal por microinjeções de 
80 pmol de endotelina-1 no estriado de ratos adultos, usando as coordenadas 
estereotáxicas: 1,2 mm, anterior-posterior; 2,5 mm, médio-lateral; 4,0 mm, 
dorsoventral. Após a indução do AVE, os grupos controles foram tratados com tween 
a 5% e os tratados receberam 150 mg/kg de gergelim, ambos, por via intraperitoneal, 
em duas doses diárias de 75 mg/kg. A neuropatologia foi obtida em secções 
encefálicas com 50 e 20 μm de espessuras e coradas com violeta de cresila, para 
identificar a área de lesão, e/ou imunomarcadas por anticorpos específicos à 
identificação de neurônios (anti-NeuN), astrócitos (anti-GFAP) e micróglia (anti-ED1). 
Secções de 5 μm de espessura de rim e fígado corados por métodos histológicos e 
histoquímicos não mostraram alterações morfológicas nas células que compõem 
esses órgãos essenciais, sugerindo baixa toxicidade do extrato. Todas as secções 
coradas e/ou imunomarcadas foram visualizadas em microscópio óptico e seus 
campos mais ilustrativos, em todos os tempos de sobrevida e grupos experimentais, 
foram capturados digitalmente e editados em computador.  A quantificação das células 
NeuN+(neurônios), micróglia/macrófagos (ED1+) e astrócitos (GFAP+) na área de 
lesão, três secções por lâmina, todo campo ao redor de lesão por secção, com auxílio 
de uma gradícula de área 0,0625 mm2 na ocular possibilitou o teste t-Student à análise 
estatística entre os grupos e o uso do programa Microsoft Excel à plotagem dos 
gráficos. Por fim, uma caracterização da citotoxicidade in vitro, bem como a verificação 
do índice de acidez do extrato revelou baixa acidez e mínima agressividade em células 
sanguíneas, que ratifica o uso do extrato supercrítico em estudos que visem o 
tratamento de doenças agudas e crônicas no SNC.  

 
Palavras chaves: Acidente vascular encefálico; neuroproteção; extrato de gergelim; 

neuroinflamação. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

   

ABSTRACT 

 

Stroke is a neuropathology characterized as the sudden global or focal emergence of 
deficits in neurological function last more than 24 hours or leading to death he only 
cause of which lies in vascular origin. Studies on incidence, physical impairmente and 
mortality classify stroke as the second cause of death in the world and the main organic 
complication tha leads to physical-neurological dysfunction, which are often seriuos 
and permanente. The induction of stroke in experimental animals and the 
understanding of its pathophysiology, as well as the search for treatments that 
minimize neurological damage and stimulate the morphofunctional recovery of the 
affected individual are topics of great scientific and clinical relevance. In this study, we 
investigated the possible neuroprotective and/or anti-inflammatory effects of 
supercritical black sesame extract (Sesamum indicum L) after focal ischemic injury by 
microinjections of 80 pmol of endothelin-1 into the striatum of adult rats, using the 
stereotaxic coordinates: 1,2 mm, anteroposterior; 2,5, mediolateral; 4,0 mm, 
dorsoventral. After stroke induction, the control groups were treated with 5% tween 
and the treated groups received 150mg/kg of sesame, both intraperitoneally, in two 
daily, doses of 75mg/kg. Neurophathology was obtained in brain sections 50 and 20 
µm thick and stained with cresyl violet, to identify the área of injury, and/or 
immunostained with specific antibodies to identify neurons (anti-NeuN), astrocytes 
(anti-GFAP) and microglia (anti-ED-1). 5 µm thick sections of kidney and liver stained 
by histological and histochemical methods showed no morphological changes in the 
cells that make up thesse essential organs, suggesting low toxicity of the extract. All 
stained and /or immunostained sections were viewed under na optical microscope and 
their most illustrative fields, in the survival times and experimental groups, were 
digitally captured nad edited on a computer. Quantification of NeuN+ cells (neurons, 
microglia/macrophages (ED-1+), astrocytes (GFAP+) in the lesion área, three sections 
per slide, the entire field around the lesion per section, with the aid of a grid with na 
área of 0.0625 mm2 in the eyepiece, it enabled the Student’s t-test for statical analysis 
between groups and the use of the Microsoft Excell program to plot the graphs. Finally, 
a characterization of in vitro cytotoxicity, as well as verification of the acidity index of 
the extract revealed low acidity and minimal aggressiveness in blood cells, which 
confirms the use of the supercritical extract im studies aimed at treating acute and 
chronic diseases in the CNS. 
 
Key words: Stroke; neuroprotection; sesame extract; neuroinflammation. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1. ACIDENTE VASCULAR ENCEFÁLICO (AVE) 

 
 O Acidente Vascular Encefálico (AVE) é caracterizado como uma doença 

crônica não transmissível (DCNT) e a Organização Mundial de Saúde (OMS) a define 

como o surgimento súbito focal ou global de déficits da função neurológica com 

duração superior a 24 horas ou que leve à morte, cuja única causa reside na origem 

vascular (MARKUS, 2008; FEIGIN et al., 2016; BERNAL et al., 2020). 

O AVE pode ser consequência da interrupção de uma via vascular de grande 

e/ou pequeno calibre em uma área no encéfalo devido a formação de um trombo; o 

resultado de uma lesão embolítica com ou sem o prévio conhecimento de histórico 

cardíaco e/ou arterial do indivíduo; resultar de uma hiperfusão sistêmica na borda da 

área de lesão à trombose venosa e/ou hemorragia com ruptura da parede vascular 

intracerebral e subaracnóidea (BROUNS, DE DEYN, 2009; THIEBAUT DE 

SCHOTTEN et al., 2015; FEIGIN et al., 2016). Quando ocorre hemorragia, o 

extravasamento seguido do acúmulo de sangue e seus derivados atingem o 

parênquima neural e o espaço dural ocasionando uma condição patológica 

considerada grave. Os fatores predisponentes mais frequentes ao AVE, são: 

hipertensão, diabetes, causas cardíacas, tabagismo, obesidade abdominal, 

hiperlipidemia, sedentarismo, consumo de álcool, dieta alimentar, estresse 

psicossocial e, recentemente, a depressão, mas, independentemente do fator 

predisponente que resulta o AVE, o comprometimento vascular atua como causa 

primária em 85% a 90% da lesão isquêmica (MARKUS, 2008; AMELIA; CHARLES; 

MITCHELL, 2017; SANTOS; LUQUINI; FAGUNDES, 2020). 

A imediata abordagem dos pacientes com AVE é de fundamental importância 

para se evitar a rápida evolução e o prognóstico da doença. Os acometidos devem 

ser prontamente atendidos pela equipe de saúde e encaminhados a um neurologista 

para atendimento inicial e com o suporte de uma excelente infraestrutura hospitalar 

(MARKUS, 2008; AMELIA; CHARLES; MITCHELL, 2017).  O diagnóstico clínico de 

AVE deve ser preciso, mas o tipo e a localização exata podem ser menos imediatos. 

Essa abordagem é melhor alcançada por imagens cerebrais recentes dos pacientes 

acometidos, obtidas por ressonância magnética (RM), tomografia computadorizada 

(TC) e por emissão de pósitrons (PET) - componentes importantes tanto na 

identificação do tipo, área comprometida e no direcionamento à aplicação de 
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intervenções médicas na prática clínica diária (SANDERS; JORGENSEN; MASHOUR, 

2015). Nas neuroimagens, a hemorragia elucida a presença de sangue no parênquima 

cerebral que se acumula e pressiona áreas adjacentes. Entretanto, a constatação de 

um fluxo insuficiente de sangue, incapaz de satisfazer as necessidades de oxigênio e 

demais substâncias, sinaliza para um quadro isquêmico que representa a maioria dos 

casos de AVE (KRISHNAMURTHI, et al., 2013; MICHELLE; LIEBESKIND, 2016) 

(Figura 1). A maioria das pesquisas experimentais e clínicas têm se concentrado na 

interrupção do fluxo sanguíneo ao córtex, substância branca (gânglios da base), em 

vez de todo território cerebral, sendo as regiões mais investigadas àquelas onde há 

maior grau de hipofusão sanguínea que progridem rapidamente para danos 

irreversíveis (KRISHNAMURTHI, et al., 2013; MICHELLE; LIEBESKIND, 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 1: Imagens do cérebro humano. (A, C, D) Angiografia; (B) Tomografia Computadorizada (TC); 
(E, F, G) Ressonância Magnética (RM). Presença de lesão isquêmica e/ou hemorrágica no parênquima 
cerebral (MICHELLE; LIEBESKIND, 2016). 
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 Modelos experimentais de isquemia cerebral são amplamente adotados com 

esse propósito, na busca de consistente avaliação e tratamento dessa doença (FLURI 

et al., 2015).  Devido a uma etiologia heterogênea e com um amplo espectro de 

manifestações, alguns modelos são necessários para delinear as especificidades 

evidenciadas nessa neuropatologia (CLEMENS, 2017; FLURI et al., 2015). A ampla 

lacuna entre o AVE isquêmico obtido em modelos experimentais com os vivenciados 

em humanos tem um caráter preocupante, uma vez que, com exceção da 

recanalização do vaso ocluído, nenhuma das centenas de estratégias neuroprotetoras 

experimentais puderam ser introduzidas na clínica médica até o momento (JICKLING; 

SHARP, 2015). No entanto, muitos aspectos da fisiopatologia do AVE foram 

identificados nesses modelos e, posteriormente, deram suporte à identificação de 

áreas e mecanismos moleculares específicos dessa neuropatologia 

(MERGENTHALER; DIRNAGL; MEISEL, 2004). O conceito de penumbra, a 

identificação da propagação de despolarizações corticais, a detecção de neurogênese 

pós-AVE e a neuroinflamação são exemplos proeminentes de pesquisas 

experimentas em AVE (MERGENTHALER; DIRNAGL; MEISEL, 2004; CLEMENS, 

2017).   

 A penumbra isquêmica, um componente importante para a progressão do dano 

cerebral, tornou-se um marco na pesquisa de AVE, pois essa área pode ser 

recuperada e é alvo de terapia celular (EBINGER et al., 2009). Métodos de 

ressonância magnética (RM) possibilitam a visualização da penumbra, permitindo 

uma estimativa na recuperação desse local, onde há uma redução do suprimento de 

sangue abaixo de 15% a 20% dos níveis basais resultante do surgimento de uma área 

danificada no parênquima cerebral devido a uma morte celular necrótica (núcleo 

isquêmico) de rápida evolução (MERGENTHALER; DIRNAGL; MEISEL, 2004). Os 

erros e acertos, no decorrer da investigação da fisiopatologia do AVE em modelos 

experimentais, são válidos e de extrema importância, pois legitimam pesquisas 

planejadas ao entendimento das múltiplas vias moleculares acionadas no ambiente 

isquêmico. Outrossim, os resultados obtidos devem ser trasladados à realidade do 

AVE em humanos por comparação com tecidos cerebrais “post-mortem” por AVE, 

legitimando a necessidade de construção de grandes bancos de cérebros “post-

mortem” por AVE, uma questão que é ignorada em muitos países (JICKLING; SHARP, 

2015). 
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  Nas últimas três a quatro décadas, considerando-se os custos mais baixos de 

aquisição, manutenção, métodos de monitoramento e processamentos de tecidos 

mais simples - bem como questões éticas -, camundongos e ratos são os espécimes 

mais usados em modelos de AVE in vivo (VANUCCI et al., 2001; HOSSMANN, 2006).  

No entanto, é sempre necessário ter em mente que os resultados dos modelos de 

AVE em roedores podem não representar a verdade dos mecanismos moleculares 

envolvidos nessa neuropatologia (JICKLING; SHARP, 2015; CLEMENS, 2017; 

DEREK; HIRANMOY, 2020). Geralmente, os modelos enfocam a busca da 

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

sendo o modelo mais utilizado o da Oclusão da Artéria Cerebral Média (OACM) em 

ratos, relacionado à especificidade sexual por aparentemente influenciar na extensão 

da lesão (VANUCCI et al., 2001; WISE et al., 2001; DEREK; HIRANMOY, 2020) 

(Figura 2). Nessa abordagem experimental, vários eventos iônicos, moleculares e 

genéticos são investigados: a perda da função da bomba iônica de membrana, a 

liberação de neurotransmissores excitatórios, a produção de radicais livres de 

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

sinaptossômicas associadas e/ou a expressão de genes (HOSSMANN, 2006; 

HAZELL, 2007; TSAI et al., 2011; LU H et al., 2014). 

 

Figura 2:  Acidente Vascular Encefálico (AVE) em humanos (A) e em ratos (B). Área afetada (*) 
ocasionada por oclusão da Artéria Cerebral Média (OACM) (CLEMENS, 2017). 

 

 Esses estudos revelam que o AVE ocasiona mudanças no fluxo de íons que 

atravessam a membrana celular - os gradientes dos íons potássio, sódio e cálcio -  

que provocam um influxo de água levando ao rápido aumento no volume celular de 

neurônios e células gliais, caracterizando o edema. Outrossim, mostram que há 
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acúmulo de neurotransmissores excitatórios em áreas isquêmicas induzindo a 

transmissão sináptica excitotóxica, bem como ratificam os déficits de ATP e ativação 

desordenada de enzimas proteases, lípases e nucleases que sinalizam para danos 

na membrana celular, no material genético e em proteínas estruturais do neurônio 

(LO; DALKARA; MOSKOWITZ, 2003; MONTANA et al., 2004; ROUNS, DE DEYN, 

2009; WILLARD; KOOCHEKPOUR, 2013; MÁZALA; GRANGE; CHIN, 2015). 

 
1.2. EVENTOS PREJUDICIAIS NO PARÊNQUIMA CEREBRAL (CASCATA 

ISQUÊMICA) DURANTE ACIDENTE VASCULAR ENCEFÁLICO (AVE) 

 
1.2.1. Visão Geral da Isquemia Cerebral 

 
 O cérebro consome grandes quantidades de adenosina trifosfato (ATP) para 

manter suas diversas funções, mas suas reservas de ATP são extremamente 

limitadas. Consequentemente, o cérebro é extremamente sensível a interrupções na 

distribuição cerebrovascular de oxigênio e substratos metabólicos e, alguns minutos, 

sem essa perfusão, pode haver dano ao parênquima cerebral onde essas interrupções 

intensas ou prologadas produzem lesões cerebrais que definem o AVE (JUSTIN et al., 

2019). 

 O AVE desencadeia uma cascata complexa e destrutiva no parênquima 

cerebral (AMANTEA et al., 2018). A interrupção na concentração de oxigênio e o 

decréscimo do substrato energético compromete a produção de ATP, causando o 

colapso da energia livre (ΔG Gibbs) à hidrólise de ATP (ΔG ATP) - a força motriz 

termodinâmica para o transporte de eletrólitos e outros processos celulares críticos. A 

diminuição do ΔG ATP impede o transporte de cálcio (Ca++) na membrana e, 

consequentemente, a elevada concentração de Ca++ intracelular ativa nucleases que 

degradam o DNA, enzimas e proteínas estruturais (JUSTIN et al., 2019; IADECOLA; 

ANRATHER, 2011). O déficit de ΔG ATP prejudica o mecanismo iônico da Na+K+ 

ATPase reduzindo o gradiente de íons sódio (Na+), o que potencializa a captação de 

glutamato - o acúmulo de glutamato extracelular eleva a ativação dos canais de cálcio 

Ca++ em neurônios no ambiente isquêmico. Embora essencial para recuperar o tecido 

isquêmico, a restauração do fluxo sanguíneo e do oxigênio resulta na formação de 

espécies reativas de oxigênio (ERO) que desativam as enzimas metabólicas e as 

bombas de Ca++, exacerbando a depleção de ATP e a sobrecarga de cálcio (Ca++) 

(IADECOLA; ANRATHER, 2011). ERO e íons Ca++ abrem poros de transição na 
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membrana mitocondrial interna, alterando a permeabilidade e o gradiente de 

hidrogênio (H+), que é importante à fosforilação oxidativa, esgotando ainda mais a ΔG 

ATP e liberando citocromo C para ativar caspases que medeiam a apoptose neuronal 

(JUSTIN et al., 2019). Nesse ambiente, neurônios danificados liberam nucleotídeos 

de purina que fazem a micróglia liberar citocinas inflamatórias, atraindo macrófagos à 

lesão (IADECOLA; ANRATHER, 2011). Esses mecanismos culminam em danos no 

parênquima cerebral e levam ao colapso de vias bioquímicas relacionadas com a 

sobrevivência das células e tecidos, ocasionando uma série de eventos no local: 

excitotoxicidade, estresse oxidativo e nitrosativo, ruptura da barreira 

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

celular (BROUNS, DE DEYN, 2009; BYLICKY; MUELLER; DAY, 2018, RICHARD et 

al., 2019) (Figura 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Progressão dos eventos bioquímicos prejudiciais ao parênquima cerebral durante Acidente 
Vascular Encefálico (AVE) após horas, dias e semanas (adaptada de HUI XU et al., 2021).   
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1.2.2. Excitotoxicidade 

 

O AVE causa grande depleção de ATP e de outros compostos orgânicos, 

resultando na liberação de aminoácidos excitatórios que levam à acúmulos de íons e 

sinalização de cascatas enzimáticas ocasionando danos neuronais (RICHARD et al., 

2019).  

O aumento nos níveis dos íons potássio (K+) conduz à liberação do 

neurotransmissor glutamato, influenciando canais acoplados de sódio (Na+) e cálcio 

(Ca++) relacionados aos receptores N-metil-D-Aspartato (NMDAR). Esses 

mecanismos aumentam os níveis de íons sódio (Na+) e cloro (Cl-) juntamente ao 

influxo de água com a formação do edema citotóxico no local da lesão (WILLARD; 

KOOCHEKPOUR, 2013; CARLO et al., 2020). 

A elevada concentração de glutamato também influencia na ativação de 

receptores AMPA (ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico) e 

metabotrópicos - uma etapa crítica na cascata inflamatória. Esses receptores atuam 

por meio de canais monoiônicos e aumentam os níveis de cálcio Ca++ citosólico, 

ativando enzimas proteases, lipases, quinases, fosfatases, endonuclease e radicais 

livres, além de criarem uma sobrecarga de cálcio mitocondrial que compromete a 

produção de ATP (SEDER; MAYER, 2009; WU; TYMIANSKI, 2018; RICHARD et al., 

2019).  

 O íon magnésio (Mg++) bloqueia os poros dos canais do receptor NMDA. 

Mas, quando o glutamato é liberado dos locais pré-sinápticos e quando receptores 

AMPA são ativados, o Mg++ é completamente removido dos NMDARs devido a 

despolarização parcial na membrana pós-sináptica (SATTLER; TYMIANSKI, 2001). 

Isso causa o influxo de Na+ e Ca++ na célula que desempenha um papel importante 

na morte celular isquêmica. Essa sobrecarga de cálcio dentro de neurônios ativa uma 

série de vias de sinalização de morte, como a ativação de calpaínas, produção de 

espécies reativas de oxigênio (ERO) que ocasiona um comprometimento mitocondrial 

(WILLARD; KOOCHEKPOUR, 2013; LIU et al., 2018; CASAS et al., 2019). Esses 

eventos são críticos e estão relacionados com a excitotoxicidade que progride por um 

período de tempo consideravelmente curto e dependente do tipo e severidade da 

lesão (WILLARD; KOOCHEKPOUR, 2013).  
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1.2.3. Estresse Oxidativo e Nitrosativo 
 
 Estresse oxidativo, um desequilíbrio entre a produção de espécies reativas de 

oxigênio e substâncias antioxidantes, é induzido na isquemia cerebral concomitante a 

inflamação e reperfusão no local da lesão, desempenhando um papel crítico na 

fisiopatologia do AVE (SINNING; WESTERMANN; CLEMMENSEN, 2017). A família 

das NADPH oxidases (NOX) é a principal fonte de ERO na célula, mas, no sistema 

nervoso central (SNC) existem várias fontes de ERO- as mitocôndrias, xantina 

oxidase, ciclooxigeneses e a oxido nítrico sintase (NOS) (MILLER et al., 2005; 

CHANGJUN et al., 2019).   

 A xantina oxidase e a NADPH oxidase são as duas enzimas oxidativas que 

desempenham um papel crucial na produção do ânion superóxido (O2-), um radical 

livre importante e que atinge níveis elevados juntamente com a hidroxila (OH-) nas 

primeiras 24 horas após AVE (HEMELRIJCK et al., 2005). Entre os diversos membros 

das oxidases, a NOX2, nos leucócitos, é responsável pela geração de radicais 

superóxidos tóxicos (O2-) que são importantes em reações imunológicas para 

combater patógenos. Em células gliais e endoteliais, mas com níveis mais baixos, 

essa enzima é fonte de espécies reativas de oxigênios (LASSÈGUE; CLEMPUS, 

2003, MILLER et al., 2005; CHANGJUN et al., 2019).  As Óxido Nítrico Sintases 

(NOS):  i) neuronal (nNOS); ii) endotelial (eNOS); iii) induzível (iNOS) são 

responsáveis pela síntese de óxido nítrico (NO), um composto reativo que causa 

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

mitocondrial ocasionando grande efeito deletério sobre as células no ambiente 

isquêmico (CHANGJUN et al., 2019). 

  Oxido nítrico (NO) é produzido pela conversão da L-arginina por ação das 

sintetases que estão com níveis elevados durante o AVE - eNOS sendo expressa nos 

primeiros momentos após isquemia; nNOS e iNOS, respectivamente, expressas após 

algumas horas (HEMELRIJCK et al., 2005). O NO têm papéis benéficos e/ou 

prejudiciais no ambiente isquêmico, participando da restauração do suprimento de 

sangue para área isquêmica, o que colabora na redução do dano cerebral, ou ainda, 

pode reagir com aníons superóxidos formando radicais peroxinitrito (NOO-) que 

contribuem para a peroxidação lipídica, toxicidade celular e, eventualmente, morte de 

neurônios e células gliais (SHIRLEY; ORD; WORK, 2014). Ademais, seus efeitos 

patológicos no tecido cerebral dependem em grande parte da concentração, 
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sensibilidade da célula ou se a fase é aguda ou crônica (CHEN; HSU, 2009; CHEN et 

al., 2017).    

 Níveis elevados de iNOS são evidenciados em diversos tipos de células. Em 

microglias e neutrófilos, no ambiente isquêmico, a produção de radicais livres via 

nNOS e iNOS é concomitante a produção de peróxido de hidrogênio (H2O2) e 

liberação de hidroxila (OH-), o que torna o meio mais neurotóxico, comprometendo 

ainda mais a função e a viabilidade celular (MILLER et al., 2005; HERTZ, 2008; 

GARCIA-BONILLA et al., 2014; CHANGJUN et al., 2019).  

 

    
1.2.4. Ruptura da Barreira Hematoencefálica (BHE) 

 
 Uma diferença estrutural significativa entre as vias vasculares cerebrais e 

periféricas é a barreira hematoencefálica (BHE), que regula estritamente o movimento 

das moléculas entre o sangue e o cérebro contribuindo para a homeostase do SNC. 

Essa regulação inclui: (i) difusão paracelular muito limitada entre células endoteliais 

(CEs), (ii) baixos níveis de transcitose de CE, (ii) uma matriz de transportadores 

endoteliais movendo substratos do sangue para o cérebro ou do cérebro para o 

sangue e (iv) a presença de enzimas cerebrovasculares que metabolizam compostos 

potencialmente neurotóxicos (KEEP et al., 2008; ABBOTT et al., 2010). 

 A disfunção da BHE, evidenciada por ruptura na justaposição entre as células 

e o aumento da permeabilidade, é uma característica patológica proeminente de AVE 

isquêmico e/ou hemorrágico e está associada com um mal prognóstico clínico (KEEP 

et al., 2008; PRAKASH; CARMICHAEL, 2015). Durante a progressão do AVE, células 

veiculadas pelo sangue e substâncias químicas extravasam para o parênquima 

cerebral através da BHE prejudicada, resultando em aumento da permeabilidade 

paracelular e transcelular simultâneo ao lesionamento do endotélio vascular 

(KEANEY; CAMPBELL, 2015). A homeostase de água e íons no cérebro é 

interrompida, levando ao edema cerebral e a infiltração de leucócitos no ambiente 

lesionado que exacerba ainda mais as respostas inflamatórias e agravam a lesão 

cerebral (HUANG et al., 2006). 

 A infiltração e o acúmulo de células e/ou moléculas imunes periféricas no 

parênquima cerebral, após o AVE, contribuem para a disfunção da BHE e a 

progressão da lesão (ABBOTT et al., 2010). Nas primeiras horas, células microgliais 
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residentes no cérebro são ativadas e sinalizam à liberação de citocinas pró-

inflamatórias que aumentam a expressão da molécula de adesão intercelular-1 (ICAM-

1), P-selectina e E-selectina (LI et al., 2013; KEANEY; CAMPBELL, 2015). Essas 

moléculas ainda permitem a aderência, acúmulo e transmigração de leucócitos 

através do endotélio e medeiam cascatas inflamatórias, exacerbando ainda mais a 

lesão no parênquima cerebral (GELDERBLOM et al., 2009; LIESZ et al., 2015). 

 A disfunção da BHE também é central à gênese da transformação hemorrágica 

e ao aumento da mortalidade após o tratamento com o trombolítico ativador de 

plasminogênio tecidual recombinante (tPA) no AVE (JICKLING et al., 2014). A 

transformação hemorrágica ocorre como resultado da quebra circunstancial da BHE 

que, já em estágios iniciais, se correlaciona amplamente com a hemorragia 

intracerebral após trombólise de tPA. Imagens de ressonâncias magnética como 

marcador de disfunção da BHE em pacientes com AVE recebendo terapia 

trombolítica, indicaram abertura precoce da BHE como preditor independente da 

transformação hemorrágica (JIN et al., 2015).  

 Essa condição pode elevar os níveis de metaloproteínase de matriz cerebral 

(MMP-9) que associada a fosforilação da proteína P43-conexina da junção 

comunicante (junção GAP) contribui ao aumento da permeabilidade da BHE e da 

transformação hemorrágica (CHUAN et al., 2022; YANG et al., 2016). A ruptura na 

justaposição das células é principal razão subjacente ao aumento da permeabilidade 

paracelular da BHE após AVE. Outrossim, alterações graduais das proteínas 

juncionais (PJ) como a modificação, translocação e degradação proteíca, dentro de 

uma janela temporal, são determinados pelo grau de gravidade da lesão isquêmica e 

sendo esses processos interligados, a translocação pode levar à degradação 

(GONZÁLEZ-MARISCAL; TAPIA; CHAMORR0, 2008; YANG et al., 2016; 

CHANGJUN et al., 2019; CHUAN, 2022). 

 O AVE ativa uma cascata de sinalização nas células endoteliais, levando a 

alterações de proteínas juncionais - fosforilação, translocação, degradação - 

ocasionando aumento da permeabilidade da BHE resultando em progressão da lesão 

neurovascular (CHANGJUN et al., 2019). Nesse ambiente, o oxido nítrico (NO) tem 

sua concentração alterada ocasionando danos à integridade celular, além de 

comprometer a permeabilidade vascular local por ativar às MMPs que são enzimas 

proteolíticas e que desempenham sua função na lâmina basal, degradando moléculas 
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que constituem a laminina e fibras colágenas (REMPE; HARTZ; BAUER, 2016). A 

atuação da MMP modifica a adesão entre as células da parede endotelial, 

favorecendo o extravasamento do plasma devido ao aumento da permeabilidade 

local, bem como propiciando entrada de leucócitos e, consequentemente, de 

hemácias, cujos efeitos podem ser modulados por condições fisiológicas (YANG et 

al., 2015; JIN et al.,2015; NAHIRNEY; REESON; BROWN, 2016). 

 A gravidade da ruptura da BHE, bem como sua consequência, é 

topograficamente heterogênea (LIEBNER et al., 2018; QIU et al., 2021). O dano difuso 

ou leve da BHE pode ser reversível com a reperfusão oportuna na penumbra 

isquêmica, no entanto, a lesão vascular grave na área central pode ser potencializada 

durante esse processo. Embora a quebra da BHE esteja associada a pior prognóstico 

após AVE, tem havido debate se essa disfunção é causa ou uma consequência da 

lesão do tecido cerebral (SHI et al.,2016; QIU et al., 2021).   

 
1.2.5. Apoptose 

 
 Os mecanismos moleculares de morte celular (apoptose) não são 

necessariamente idênticos no cérebro (McCULLOUGH et al., 2005). As primeiras 

observações clínicas e experimentais relacionadas à diferença sexual na resposta ao 

AVE foram conferidas aos efeitos dos hormônios gonadais (HOFFMAN; 

MERCHENTHALER; ZUP, 2006). Estudos “in vivo” e “in vitro” sugerem que as vias de 

morte celular no AVE diferem no cérebro de machos e fêmeas. Em machos, o 

mecanismo é mediado, em grande parte, pela ativação da oxido nítrico sintase 

neuronal (nNOS) e subsequente ativação da PARP- Poli (ADP) ribose polimerase; em 

fêmeas, essa condição é desencadeada pela enzima citocromo C (Cito C) e ativação 

de caspases (DU et al., 2004; McCULLOUGH et al., 2005; RENOLLEAU et al., 2007; 

LANG; McCULLOUGH et al., 2008; YUAN et al., 2009). 

 Fisiologicamente, a morte celular é um mecanismo homeostático altamente 

regulado e de grande importância e necessário para manter tecidos, tamanho dos 

órgãos e suas funções (McCULLOUGH et al., 2005; FRICKER et al., 2018). Um tipo 

de célula que está em sua maior parte isento do fluxo diário de nascimento e morte é 

a célula neuronal, pois, após o período de desenvolvimento, os neurônios mantem 

uma vida longa para preservar os circuitos adequados. No entanto, durante o período 

de desenvolvimento, a morte celular ocorre tanto em precursores neuronais mitóticos 
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quanto em populações neuronais diferenciadas pós-mitóticas (KUAN et al., 2000; 

BUSS et al., 2006; FRICKER et al., 2018). 

 A apoptose desempenha um papel importante na geração de circuitos 

funcionais dentro do Sistema Nervoso Central (SNC) por meio de alguns mecanismos, 

como a eliminação de neurônios que migram para posições ectópicas ou àqueles que 

inervam alvos inadequados e que competem por quantidades limitantes de fatores 

tróficos essenciais à sobrevivência e ao direcionamento de uma via neuronal (BUSS 

et al., 2006; FRICKER et al., 2018). Enquanto a remoção do excesso de neurônios 

durante o desenvolvimento do SNC é essencial à formação de circuitos funcionais, a 

morte dessas células é uma das principais causas de doenças agudas e crônicas 

(FRICKER et al., 2018).  

 Kerr e colaboradores (1972) descreveram a apoptose, pela primeira vez, 

levando em consideração as mudanças morfológicas que incluíam a condensação da 

cromatina, a quebra da membrana nuclear, o encolhimento celular e formação de 

corpos vesiculares pequenos e próximos à superfície celular denominados corpos 

apoptóticos. Atualmente, três abordagens importantes emergiram a respeito desse 

mecanismo molecular de morte de células neurais: i) que existem muitas maneiras 

pelas quais os neurônios podem morrer; ii) há uma extensa discussão e, as vezes 

ambiguidade, entre os mecanismos que resultam a morte celular; iii) a morte neuronal 

não é meramente um evento autônomo da célula, mas, é frequentemente 

desencadeado através de interações com células gliais e neurônios vizinhos 

(FRICKER et al., 2018).   

 A apoptose parece contribuir para a morte neuronal após o AVE com 

mecanismos desencadeados em duas vias celulares: (i) via intrínseca (ou 

mitocondrial) e a (ii) via extrínseca (via receptor de morte) (FRICKER et al., 2018; 

HAASE et al., 2008) (Figura 4).  A via extrínseca é desencadeada pela ligação do 

fator de necrose tumoral (TNF) a receptores de morte na superfície da célula. A ligação 

ao receptor resulta no recrutamento da proteína Fas- associada ao domínio de morte 

(FADD) - que se ligam as moléculas pró-caspase-8, desencadeando o processamento 

proteolítico e ativação de caspase-8 (MICHEAU; TSCHOPP, 2003, FRICKER et al., 

2018). A caspase-8 ativa caspases efetoras por clivagem proteolítica direta ou 

indiretamente por clivagem da proteína BH3. Concomitantemente a essa clivagem, a 

proteína Bid produz tBid que é direcionada à mitocôndria para induzir a ativação de 
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proteína Bax e a permeabilidade na membrana externa mitocondrial (PMEM) 

(FRICKER et al., 2018). 

 Ligantes TNF-α e Fas podem induzir apoptose em neurônios durante a 

inflamação após AVE (HASSE et al., 2008).  Vias dependente de Fas, p38 e oxido 

nítrico (NO) sinalizam para a expressão de caspases, ratificando o papel dessas 

enzimas na morte de neurônios no ambiente isquêmico e em outras neuropatologias 

(HARRISON et al., 2001; FRICKER et al., 2018).  

 A via intrínseca, centra-se na regulação da PMEM pelas proteínas da família 

Bcl-2 que compartilham homologia de 1 a 4 domínios Bcl-2 (BH) requeridos para 

interações homo e heterotípicas que determine a PMEM (WEI et al.,2001; FRICKER 

et al., 2018). Outras proteínas pró-apoptótica Bax e Bak contêm domínios BH1-3 

essenciais à execução e/ou sinalização dessa via de apoptótica. As moléculas de Bax 

existem como monômeros citosolicos nos quais os terminais estão restritos e 

incorporados na estrutura da proteína, sendo expostos durante estímulo apoptótico e 

direcionando a Bax à membrana mitocondrial externa ocasionando a projeção do 

terminal amino (NH2) e a formação de dímeros e/ou homo oligômeros que resultam 

na PMEM (FRICKER et al., 2018; CZABOTAR et al., 2013). A Bax forma estruturas 

em anel de vários tamanhos e formatos que representam poros e que são desprovidos 

de outras proteínas mitocondriais. Essas estruturas contribuem à liberação de 

citocromo C e de outras proteínas envolvidas nesse mecanismo de morte celular 

(BLEICKEN et al., 2014; GILLIES et al., 2015; SALVADOR-GALLEGO et al., 2016). 

 A citocromo C (cit C), liga-se ao fator de ativação de protease apoptótica 1 

(apaf-1) e, junto com a deoxiadenosina trifosfato (dATP), forma uma estrutura 

heptamérica, o apoptossoma, que recruta a caspase-9 que sofre autoclivagem e ativa 

a caspase-3 (BRATTON; SALVESSEN, 2010). Caspase-3 e outras caspases 

executoras clivam uma infinidade de proteínas, mediando a desmontagem sistemática 

de células em apoptoses. Alguns desses substratos, quando clivados, potencializam 

sua toxicidade em doenças agudas e crônicas (BULAT; WIDMANN, 2009). Ademais, 

em consequência da indução de PMEM, outras vias podem ser ativadas no citosol - 

smac/diablo, fator indutor de apoptose (AIF), endonuclease G. A supressão e/ou 

inibição dessas vias diminuiu a morte de célula neurais em uma série de modelos “in 

vitro” e “in vivo” de neuropatologias (ZAMORANO et al., 2012; D'ORSI et al., 2015; 

D'ORSI et al., 2016). 
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Figura 4: Apoptose. Via intrínseca mitocondrial causando expressão e/ou ativação de proteínas; via 
extrínseca com ligantes que ativam receptores de morte (adaptado FRICKER et al., 2018).    
 

1.2.6. Resposta Inflamatória no AVE   
 

 Elementos neuronais, células gliais e vasculares formam uma "unidade 

neurovascular" funcional, mas, após AVE, esse estado de equilíbrio é quebrado 

(IADECOLA; ANRATHER, 2011). Por conseguinte, micróglia e astrócitos são ativados 

em poucas horas, levando à produção de citocinas, quimiocinas e infiltração de 

leucócitos. Nos últimos anos, fármacos têm sido testados nas vias danificadas com o 

objetivo de minimizar perdas teciduais e/ou déficits neurológicos durante a inflamação 

(WEN et al., 2004; ADIBHATLA; HATCHER, 2008; JIN; YANG; LI, 2010; DUGUE et 

al., 2017).  

 Micróglias, células residentes do sistema imune inato no cérebro e que 

representam 5% a 20% da população glial, são ativadas após AVE passando por 

alterações morfológicas e fenotípicas. Essas células quando ativadas agem de forma 

semelhante a macrófagos durante a inflamação sistêmica (CLARK et al., 1993; 

VAGNEROVA; KOERNER; HURN, 2008) e tem a capacidade de fagocitar – remover 
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organismos estranhos e restos celulares, além de sinalizar a expressão de citocinas 

e MMP que podem comprometer a BHE (GURUSWAMY; ELALI, 2017). 

 A micróglia no estado quiescente apresenta uma configuração bem definida: 

uma soma celular pequeno e amplas ramificações (CLARK et al., 1993; 

VAGNEROVA; KOERNER; HURN, 2008). Após AVE, a ativação microglial precede e 

predomina sobre a infiltração de macrófagos – são ativadas poucos minutos após o 

início da lesão isquêmica, aumentando sua expressão nos dias seguintes, com o pico 

em 10 dias após AVE - mas, os mecanismos desse processo ainda não estão muito 

bem estabelecidos (SCHILLING et al., 2005; WU et al., 2005; KIM et al., 2016). Em 

modelos experimentais de AVE a ativação dessas células na região lesionada pode 

ser um parâmetro de determinação da gravidade da lesão, devido a neurotoxicidade 

mediada pela micróglia ser elevada no parênquima cerebral lesionado e ser associado 

a produção de espécies reativas de oxigênio, citocinas e MMPs (PERRY, 2007; 

RANSOHOFF; PERRY, 2009; KIM et al., 2016; GURUSWAMY; ELALI, 2017). 

 Após AVE, receptores CD14 ativados por iNOS e receptor tooll-like (TLR4) são 

expressos na micróglia sugerindo um possível mecanismo de ativação dessas células 

(KIM; ZHOU et al., 2013; KAWABORI; YENARI, 2014, DUGUE et al., 2017). Danos 

no parênquima cerebral induz ativação microglial, pois neurônios submetidos a 

situações de estresse produzem ATP e ADP que acionam mecanismos que sinalizam 

em receptores específicos da membrana destas células, ativando-os (PERRY, 2007).  

Na condição de ativada, a micróglia possui morfologia ameboide com prolongamentos 

curtos e grossos e função fagocítica podendo sinalizar para expressão de GDNF- 

Fator Neurotrófico Derivado de células Gliais que desempenha função benéfica à 

sobrevivência de neurônios e aumenta a expressão de moléculas de membrana da 

família MHC classes I e II, receptores CD4 e CD8 e receptores do complemento 

(PERRY; ANDERSSON; GORDON, 1993; DUGUE et al., 2017). McDonough e 

colaboradores (2017) demonstraram que essas células do SNC induzem a expressão 

de interferon (interferon α/β) sinalizando para a expressão de quimiocinas que 

possuem um papel importante na progressão da lesão isquêmica. As células 

microgliais ativadas desempenham um papel duplo no ambiente isquêmico: i) 

sinalizam para expressão de citocinas pró-inflamatórias que resultam em danos no 

tecido cerebral, exacerbando a lesão isquêmica; ii) sinalizam à expressão de fatores 
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anti-inflamatórios (GOMES-LEAL, et al 2004b; EKDAHL; KOKAIA; LINDIVALL, 2009; 

PONOMAREV; VEREMEYKO; WEINER, 2013; YUAN et al., 2014).  

 Após AVE, macrófagos podem ser detectados nas primeiras duas horas; 

porém, nas horas subsequentes, ambos, macrófagos derivados do sangue e 

residentes do SNC, encontram-se dispersos por toda lesão e permanecem 

detectáveis por mais de uma semana (GOMES-LEAL, et al 2004b; ELALI; JEAN, 

2016). A ativação microglial é intensa no centro e na área de penumbra isquêmica, 

sendo a função benéfica ou deletéria dessas células dependente da modulação 

exercida por ativação de vias bioquímicas e/ou estímulos no ambiente isquêmico 

(SCHWARTZ et al., 2001; NEUMANN et al., 2006; GOMES-LEAL, 2019). A micróglia 

ao redor do tecido isquêmico migra em direção a lesão e mantém estreita associação 

com neurônios, por um mecanismo denominado de “capping”, e após a morte do 

neurônio, esse mecanismo ajuda no reconhecimento precoce e na rápida remoção 

fagocítica dos neurônios mortos (NEUMANN et al., 2016). A micróglia pode favorecer 

a expressão do fator de crescimento TGF-β1 com função neuroprotetora após AVE 

(ELALI; JEAN, 2016;).  

 Jin e colaboradores (2017) demonstraram que a supressão da ativação 

microglial intensificou a infiltração de leucócitos, aumentou a lesão e promoveu mais 

déficits neuronais. Outros fatores neurotróficos atuando concomitantemente à 

ativação microglial promovem neurogênese e plasticidade, ratificando uma modulação 

fenotípica dessas células durante o AVE (TAYLOR et al., 2017). A diminuição da 

ativação microglial e de produtos oxidativo, no ambiente isquêmico, vem sendo o foco 

de muitos estudos direcionados à melhora e recuperação do tecido cerebral lesionado 

(YUAN et al., 2014;). 

 Semelhante a micróglia, os astrócitos são células residentes importantes para 

a manutenção do sistema nervoso central. Eles estão ativamente envolvidos na 

formação da BHE, no controle da homeostase de íons e água, na liberação de fatores 

neurotróficos, na eliminação de neurotransmissores liberados durante a atividade 

sináptica, transporte de metabólitos e produtos residuais (BYLICKY; MUELLER; DAY, 

2018). Em condições fisiológicas normais, os astrócitos retiram o excesso de 

glutamato do espaço extracelular, convertendo-o em glutamina para reutilização 

neuronal, mas, durante a lesão cerebral, a extensão dos danos aos astrócitos afeta a 

capacidade de sua captação (BYLICKY; MUELLER; DAY et al., 2018). Não está claro 
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como o AVE afeta a captação de glutamato, mas, tem sido relatado que a expressão 

do transportador EAAT2 (transportador de aminoácidos excitatórios) de glutamato é 

defeituosa durante a isquemia (TAKANO et al., 2009; KETHEE et al., 2011). No 

ambiente isquêmico, células gliais e citocinas sinalizam para a reatividade dos 

astrócitos o que resulta na expressão de fatores inflamatórios, como proteína -1 

quimioatrativa de monócitos, interleucina 1β (IL- 1 β), proteína ácida fibrilar glial 

(GFAP), vimetina e nestina que podem levar à gliose reativa e a formação da cicatriz 

glial (HERRMANN; EHRENREICH, 2003; PEKNY; NILSSON, 2005; WANG et al., 

2018).  

 Overman e colaboradores (2012), demonstraram que após AVE a reatividade 

astrocitária é intensa no núcleo da lesão em uma janela temporal de quatro horas a 

um dia, atingindo seu máximo em quatro dias e persistindo até 28 dias. Tecidos 

cerebrais “post mortem” de pacientes que sofreram AVE revelaram elevada expressão 

de interleucina-15 (IL-15) em astrócitos, semelhante ao que foi evidenciado em 

camundongos transgênicos submetidos a oclusão da artéria cerebral media (OACM) 

por 60 minutos (LI et al., 2017). Outrossim, os astrócitos não reativos fornecem suporte 

e nutrientes significativos para sobrevivência de neurônios por liberar o fator 

neurotrófico derivado do cérebro (BDNF), fator de crescimento de fibroblasto-2 e o 

Nerve Growth Factor (NGF) que desempenham um papel importante na 

neuroproteção (LIU Z et al., 2014; VOGELGESANG; BECKER; DRESSEL, 2014). Os 

astrócitos, através de suas ramificações, estabelecem fortes associações com as 

células endoteliais que estruturam capilares cerebrais e pericitos que formam a 

barreira hematoencefálica (BHE), mas, durante o AVE, a metaloproteínase de matriz 

interrompe essa associação degradando a lâmina basal, ocasionando o rompimento 

da BHE e criando uma via de entrada à invasão de células inflamatórias (DEL ZOPPO, 

2010). 

 Os leucócitos, atuantes no ambiente isquêmico, liberam fatores pró-

inflamatórios no local e, em muitos estudos, a presença dessas células tem servido 

como um marcador de resposta inflamatória após AVE (CEULEMANS et al., 2010). 

Os neutrófilos são as primeiras células imunes que invadem o tecido lesionado após 

AVE, seguidos dos monócitos, sofrendo alterações estruturais devido à adesão e 

migração através da parede endotelial do vaso sanguíneo. No ambiente isquêmico, 

essas células são atraídas por quimiocinas via gradiente de concentração, 
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provocando uma lesão secundária e sinalizando à expressão dos fatores pró-

inflamatórios, espécies reativas de oxigênios, proteases e metaloproteínase de matriz 

(CEULEMANS et al.; 2010; RICHARD et al., 2019). 

 As ativações dessas vias prejudicam a membrana da célula endotelial e a 

lâmina basal, levando à permeabilidade da BHE e ao edema. Entre 4 a 6 horas de 

infiltração de neutrófilos, monócitos aderem as paredes dos vasos e se movem em 

direção as regiões isquêmicas alcançando atividade máxima em 3-7 dias após AVE 

(JICKLING et al., 2015). Os neutrófilos desempenham um papel fisiopatológico 

importante na lesão isquêmica aguda. Em um modelo de isquemia por MCAO em 

ratos, após dozes horas da oclusão, foi evidenciado um pico de neutrófilo na área 

lesionada e formação de trombo (TU et al., 2010; DÖRING et al., 2015). 

 Substâncias biologicamente ativas- eicosanóides, leucotrienos, 

prostaglandinas, fator de ativação plaquetária- são produzidos quando leucócitos são 

ativados por fosfolipases, ocasionando a vasoconstrição e a agregação plaquetária. 

Outrossim, leucócitos que chegam ao ambiente isquêmico causam danos neuronais 

no centro e na periferia da lesão, ativando fatores pró-inflamatórios que contribuem 

ao dano do tecido cerebral após AVE (KIM et al., 2016).  

 Além da micróglia e dos macrófagos derivados do sangue, os neutrófilos são 

um dos leucócitos mais importantes que se infiltram na área isquêmica (GOMES-

LEAL; CORKILL; PICANÇO-DINIZ, 2005; RICHARD et al., 2019). Essas células, 

direcionam-se ao parênquima neural durante desordens neurais agudas na medula 

espinhal e no encéfalo, com função fagocitária de remoção de corpos estranhos na 

área lesionada (JICKLING et al., 2015; RICHARD et al., 2019). Weston e 

colaboradores (2007) relataram que os neutrófilos permanecem por um período 

superior a 32 dias nas regiões isquêmicas, tendo sua presença mascarada após três 

dias pela expressão de microglias/macrófagos ativados na região lesionada. A 

elevada concentração dessas células foi correlacionada ao tamanho da lesão e aos 

déficits funcionais devido a liberação de citocinas inflamatórias, enzimas proteolíticas 

e radicais livres prejudiciais ao tecido cerebral lesionado (GOMES-LEAL; CORKILL; 

PICANÇO-DINIZ, 2005; SOUZA-RODRIGUES et al., 2008). Algumas dessas enzimas 

proteolíticas degradam componentes da matriz extracelular e da junção 

neurovascular, aumentando a permeabilidade dos vasos sanguíneos no ambiente 

isquêmico (WESTON et al., 2007; GELDERBLOM et al., 2009; STOWE et al., 2009; 
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GÖKHAN et al., 2013). A presença dos neutrófilos na área lesionada pelo AVE e a 

ativação plaquetária dificultam o fluxo sanguíneo, ocasionando mais hipóxia tecidual 

e ampliando a extensão da lesão isquêmica (SOUZA-RODRIGUES et al., 2008; 

JICKLING et al., 2015).  

 Trabalhos de Richard e colaboradores (2019) e TSAI (2010) relatam que a 

elevada densidade dessas células no ambiente isquêmico estão intimamente 

associados a progressão da lesão e a mortalidade dos pacientes acometidos. Gökhan 

e colaboradores (2013) relataram que esse aumento pode estar relacionado à maior 

liberação dessas células pela medula óssea e baço e com menos apoptose de 

neutrófilos no local de lesão. Similarmente, linfócitos T são recrutados em estágios 

posteriores após AVE, com infiltração dessas células na região em torno da lesão 

entre três a sete dias (DOS SANTOS et al., 2007; SOUZA-RODRIGUES, 2008; FENG 

et al., 2017). Os mecanismos de atuação dessas células são investigados com o 

propósito de revelar o papel de vários subtipos de linfócitos T (tCD4+, tCD8+, Tregs 

etc.) que se infiltram no parênquima cerebral lesionado (YILMAZ et al., 2006; XIE; 

YANG SH, 2015).  Há um interesse na modulação da atividade dos linfócitos no 

ambiente isquêmico, devido ao seu papel neuroprotetor. Em um deles, a 

imunossupressão dessas células por anticorpos específicos (CD-25) agravou a perda 

tecidual e deixou mais prejudicada a função neurológica em uma janela temporal de 

sete dias após OACM em camundongos (YILMAZ et al., 2006; LIESZ et al., 2009). As 

terapias que envolvem essas células, visando melhorias aos déficits motores e 

cognitivos, após AVE, apresentam seus próprios desafios, como: isolamento, 

purificação, período de expansão e propriedades bioquímicas. (ABBAS; SEN, 2003). 

 As citocinas são agentes imunomoduladores e que desempenham um papel 

importante na ativação, proliferação e diferenciação de células. Elas são geralmente 

polipeptídeos pequenos com peso molecular entre 8-26kDa e de difícil detecção no 

cérebro, tendo seus receptores expressos em níveis muito baixos (STOLP, 2013). A 

expressão e codificação de citocinas ocorrem no núcleo isquêmico, área de penumbra 

e regiões adjacentes à lesão isquêmica (ELKIND et al., 2002; LODDICK; TURNBULL; 

ROTHWELL, 1998). Esses compostos atuam na regulação da expressão de 

moléculas de adesão celular (MAC) durante a progressão do AVE, contribuindo para 

a ruptura da BHE e ocasionando migração de várias células inflamatórias- 

macrófagos, células natural killer, linfócitos T e leucócitos polimorfonucleares- 
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favorecendo ainda mais a expressão de citocinas no local (REYES et al., 2018; HE et 

al., 2019).  

 Neurônios e células da glia também sinalizam para a expressão de citocinas no 

tecido cerebral lesionado após AVE.  As três principais citocinas pró-inflamatórias são 

a interleucina 1β (IL-1β), fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e interleucina-6 (IL-6) 

que agravam a resposta inflamatória após AVE (SAIRANEN et at., 2001; RAMIRO et 

al., 2018). Os níveis séricos do TNF-α aumentam em seis horas após AVE e são 

mantidos por dez dias. Estudos “post mortem” demonstraram que células TNF-α foram 

detectadas em cérebros de pacientes que tiveram AVE isquêmico grave, 

permanecendo expressas de três a quinze meses (ZAREMBA; LOSY, 2001; 

DZIEWULSKA; MOSSAKOWSKI, 2003). Concomitante à sinalização de TNF-α, as IL-

1β e IL-6 atingem níveis elevados em dois e sete dias agravando a lesão cerebral por 

meio de sua ação nos neurônios, células gliais e vasos sanguíneos (ORMSTAD et al., 

2011; LAMBERTSEN; BIBER; FINSEN, 2012).  

 Alternativamente, o fator de crescimento transformador– β (TGF-β) e 

interleucina-10 (IL-10) são citocinas anti-inflamatórias que inibem a expressão de 

citocinas pró-inflamatórias, reduzindo assim a inflamação após AVE (DOLL; BARR; 

SIMPIKINS, 2014). Na área de penumbra isquêmica e em períodos de recuperação 

de doenças do SNC esses compostos sugerem função neuroprotetora (VAN, EXEL et 

al., 2002). Outras citocinas também contribuem ao dano e reparo do cérebro, mas, o 

equilíbrio entre os efeitos benéficos e prejudiciais das citocinas dependem muito do 

estado bioquímico e fisiológico do encéfalo (LAMBERTSEN; BIBER; FINSEN, 2012; 

DOLL; BARR; SIMPKINS, 2014).  

 Concomitante a atuação de células gliais e polimorfonucleares, as quimiocinas- 

proteínas de sinalização com peso molecular de 8-10 kDa e com a capacidade de 

induzir quimiotaxia direcionada a células responsivas, principalmente leucócitos-  

contribuem à progressão do AVE (RAMAN; SOBOLIK-DELMAIRE; RICHMOND, 

2011; RANSOHOFF, 2015). Existem diversas quimiocinas e todas compartilham um 

padrão estrutural semelhante - quatro resíduos de cisteína, classificando-as em quatro 

subfamílias - que desempenha um papel importante na atração de neutrófilos, 

monócitos/macrófagos após o AVE (MURPHY, 2019). As quimiocinas possuem 

receptores únicos e sobrepostos que pertencem a superfamília dos receptores 

acoplados a proteína G. Esses receptores são geralmente expressos em baixas 
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concentrações, mas, após AVE, TNF-α e IL-1β aumentam a expressão e liberação de 

quimiocinas especificas como as Citocinas Quimioatrativa de Neutrófilos (CINC), 

MCP-1 quimioatrativa de monócitos, Fator de Resposta Microglial 1(MRF-1) e 

Proteína Inflamatória de Macrófagos 1(MIP-1) reguladas nas três primeiras horas e 

permanecendo com níveis significativos por mais de seis horas  (BACON; 

HARRISON, 2000; HUGHES; NIBBS, 2018). 

 Trabalhos de Brait e colaboradores (2011) utilizando ensaios de reação em 

cadeia da polimerase (PCR) para determinar a expressão de quimiocinas após OACM 

em camundongos e seguidos de análises dos genes em 4, 24 e 72 horas, mostraram 

que essas substâncias são reguladas acima do normal, mediando infiltração de 

leucócitos e desempenhando um papel importante na fisiopatologia do AVE. Além de 

suas propriedades quimiotáticas, as quimiocinas afetam diretamente a BHE durante o 

processo isquêmico- em co-culturas de células endoteliais cerebrais e astrócitos, a 

adição de MCP-1 ocasionou um aumento significativo na permeabilidade da BHE 

(CHU et al., 2014; HAMMOND et al., 2014 ). Os níveis de quimiocinas aumentam na 

penumbra isquêmica a partir de seis horas, com um pico em 48 horas. Valores que se 

correlacionam com a progressão e tamanho da lesão isquêmica- a expressão dessas 

substâncias pode ser regulada positivamente no liquido cefalorraquidiano (LCR) e no 

soro sanguíneo de pacientes acometidos por AVE (BRAIT et al., 2011; GUO et al., 

2014).   

 No contexto da resposta inflamatória após AVE, os mecanismos de sinalização, 

em diversas vias celulares, expressos durante esse processo comprovam uma 

incerteza no prognóstico de melhora ou não do indivíduo acometido (RICHARD et al., 

2019). Atualmente, novos ensaios moleculares- por exemplo, a deleção de genes 

(manipulação genética) relacionados à expressão ou não dessas substâncias 

envolvidas nesse processo inflamatório- têm proporcionado um melhor entendimento 

da fisiopatologia do AVE, abrindo uma via de investigação que pode funcionar como 

uma estratégia terapêutica ao Acidente Vascular Encefálico e para outras desordens 

no SNC (RICHARD et al., 2019; GONZÁLES-NIETO et al, 2020). 

 

 

 

 



 

51 

 

1.3. EPIDEMIOLOGIA DO ACIDENTE VASCULAR ENCEFÁLICO  
 

Estudos epidemiológicos a respeito do AVE nos ajudam a compreender a história 

natural da doença, a identificar os fatores de risco e os fatores prognósticos que 

podem levar a marcadores dos sintomas iniciais até o momento da observação clínica 

para o entendimento dos mecanismos da doença (ROGER et al. 2011). Os dados 

epidemiológicos e observacionais podem informar os profissionais de saúde e 

pesquisadores a respeito das novas áreas de pesquisas direcionadas a essa 

neuropatologia, bem como identificar os indivíduos, grupos ou áreas geográficas que 

estão em maior risco de AVE e/ou que indiquem resultados preocupantes (ROGER et 

al. 2011; OVBIAGELE; NGUYEN-HUYNH, 2011). 

Uma abordagem crítica dos fatores envolvidos nos casos de maiores 

complicações e riscos aos indivíduos podem levar a uma melhor compreensão das 

causas subjacentes. Além disso, a identificação dos indivíduos, grupos e/ou áreas 

geográficas ajudam os médicos e formuladores de políticas, em saúde pública, no 

desenvolvimento de programas mais eficazes para reduzir o risco do AVE, além de 

introduzir mecanismos que reduzam a incapacidade do paciente acometido (ROGER 

et al. 2011; OVBIAGELE; NGUYEN-HUYNH, 2011). O AVE, uma neuropatologia 

altamente prevalente e com um custo substancial para a sociedade na forma de 

“dreaded-D`s” (exclusão, invalidez e morte), enquadra-se como a principal causa de 

deficiência crônica, a segunda principal causa de demência e a quarta principal causa 

de morte em vários países (CHEN, 2009; ROGER et al., 2011). As consequências do 

AVE são bem alarmantes, mas, em alguns centros, as estimativas gerais variam e 

podem representar dados não necessariamente confiáveis (ROGER et al., 2011). 

Aproximadamente, 85% dos casos de AVE são isquêmicos e 15% são hemorragias 

primárias em que 3% destas sãos subaracnóideas. Neste contexto, os indivíduos de 

origem asiática, africana e latino-americana tendem a ter uma frequência maior de 

AVE do que pessoas de origem europeia (ARIESEN et al., 2003; ROGER et al., 2011).  

A incidência de AVE aumenta rapidamente com a idade, dobrando o risco a cada 

década após os 55 anos. Alguns estudos ratificam que entre adultos de 35 a 44 anos 

a incidência de AVE é de 30 a 120 casos de 100.000/ano e, para a faixa etária de 65 

a 74 anos, a incidência é de 670 a 970 casos de 100.000/ano (ROGER et al., 2011). 

O AVE também acomete crianças, mas, em comparação com os adultos a incidência 

é substancialmente menor – 1 a 2,5 casos de 100.000/ ano; cerca de 50 a 75 % dos 
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AVE`s resultam de hemorragias, sendo a doença falciforme a principal causa de AVE 

na infância, com maior incidência entre as idades de dois a cinco anos (OHENE-

FREMPONG et al., 1998; CHONG; SACCO, 2005).  

Na última década, devido ao melhor controle dos fatores vasculares de risco 

durante abordagem clínicas dos pacientes, as taxas de incidências do AVE nos países 

desenvolvidos diminuíram modestamente e/ou estabilizaram. Entretanto, projeta-se 

que com envelhecimento contínuo da população, especialmente nos países 

ocidentais, essas taxas deverão aumentar dramaticamente nos próximos quarenta 

anos (ROGER et al., 2011). Outrossim, os eventos isquêmicos transitórios (TIA`s) 

influenciam à estimativa do AVE por serem considerados como um déficit neurológico 

de início abrupto e temporário que resulta em isquemia cerebral (JOHNSTON et al., 

2003). Determinar a incidência e a prevalência exata dos TIA`s pode ser importante, 

pois os sintomas experimentados são neurologicamente inespecíficos - condição que 

levou um grupo de especialistas modificarem formalmente a definição, considerando-

o como um episódio transitório de disfunção neurológica focal causada no cérebro, 

medula e retina, sem infarto agudo (EASTON et al., 2009). 

A prevenção continua sendo o caminho mais viável para diminuir os casos de 

AVE na sociedade. Nesse sentido, os estudos clínicos têm colaborado à identificação 

dos vários fatores e/ou condições que aumentam o risco de uma pessoa ter um AVE 

(CHONG, SACCO, 2005). São os vistos como modificáveis e não modificáveis e, 

geralmente, aplicam-se ao AVE primário e/ou recorrente. Os não modificáveis servem 

como marcadores para verificação do alto risco de AVE, enquanto os modificáveis são 

aqueles passíveis de intervenção para minimizar o risco dessa neuropatologia 

(CHONG; SACCO, 2005; OVBIAGELE; NGUYEN-HUYENH, 2011). Um estudo 

internacional de caso-controle, mostrou que cerca de 90% dos AVE`s podem estar 

relacionados a dez fatores de riscos: hipertensão, diabetes, causas cardíacas, 

tabagismo, obesidade abdominal, dislipidemia, sedentarismo, consumo de álcool, 

dieta alimentar, estresse psicossocial e recentemente a depressão (O`DONNELL et 

al., 2010).  

As diferenças de gênero nas doenças cardíacas são bem reconhecidas, mas 

pouco se sabe sobre as diferenças de gênero no AVE - embora as taxas de 

mortalidade por AVE condicionadas por idade para homens sejam maiores do que 

para mulheres (APPELROS; STEGMAYR; TERENT, 2009). Em geral, devido a sua 
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longevidade, mais homens morrem de AVE a cada ano, mas há estudos que mostram 

que as mulheres podem ser acometidas por AVE graves e que, em alguns casos, 

possuem 30% menos probabilidade de receber tratamento intravenoso com tPA, 

mesmo após ajuste por idade, comordidades e outras características clínicas 

(APPELROS; STEGMAYR; TERENT, 2009). 

Os casos e a mortalidade por AVE variam muito geograficamente e os países de 

baixa renda per capita são os mais afetados. Nesses centros, a relação entre pobreza 

e desigualdade no atendimento em saúde é vivenciada, possibilitando os diferentes 

níveis de cobertura de saúde à população, uma vez que os indicadores 

socioeconômicos (renda, educação, ocupação, classe etc.) são heterogêneos e se  

mostram diretamente associados a letalidade de casos de AVE devido a um péssimo 

atendimento, um atraso na recuperação funcional e motora durante a reabilitação e 

um aumento do risco recorrente (KAPRAL et al., 2002; LÖFMARK; HAMMARSTRÖM, 

2008; JOHNSTON; MENDIS; MATHERS, 2009). 

AVE é uma neuropatologia debilitante e, em alguns casos, mortal (RICHARD et 

al., 2019). No mundo, milhões de pessoas, a cada ano, são afetadas por DCNT e com 

a possibilidade de recorrência no envelhecimento (BENJAMIN et al., 2017). Pacientes 

idosos apresentam maior mortalidade e pior qualidade de vida após essa 

neuropatologia, em comparação com pacientes mais jovens. Nesse âmbito, o gênero 

também possui correlação na incidência e no resultado (ARBOIX et al, 2000; 

BENJAMIN et al., 2017). Os valores econômicos destinados aos cuidados dos 

sobreviventes aumentam com a idade, uma vez que pacientes idosos são mais 

propensos a terem déficits graves, requerendo maiores cuidados (BUSHNELL et al., 

2014). Com exceção de drogas trombolíticas, nenhuma terapia farmacológica foi 

aprovada para AVE, mas, vários estudos têm revelado inúmeros compostos que se 

mostraram promissores em estudos pré-clínicos, mas com efeitos protetores que não 

se traduzem em eficácia clínica aos pacientes (VAN DER WORP et al., 2005; 

SOHRABJI; PARK; MAHNKE, 2017). 

 Diferentemente do infarto do miocárdio, que quase sempre é devido à doença 

aterosclerótica e que afeta as artérias coronárias, a identificação do tipo AVE tem sido 

de grande relevância clínica (SOHRABJI; PARK; MAHNKE, 2017). Basicamente, o 

AVE é classificado em hemorrágico e/ou isquêmico: i) os hemorrágicos podem ser 

principalmente intraparenquimatosos ou subaracnóideos; ii) os isquêmicos podem ser 
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divididos, no que tem sido referido como subtipos etiológicos ou categorias que 

representam as causas do AVE, em: cardioembolítico, aterosclerótico e lacunar de 

outras causas especificas (vasculite, distúrbios genéticos etc.) (TIRSCHWELL et al., 

2004; SOHRABJI; PARK; MAHNKE, 2017). 

Há evidências de que uma alta proporção de AVE hemorrágico pode ser 

encontrada em países em desenvolvimento, onde o número de distúrbios 

hipertensivos é maior (CHONG, SACCO, 2005). Na tentativa de mudar esse quadro, 

ações em saúde para o reconhecimento e o tratamento do AVE estão sendo 

aplicadas, em associação com campanhas informativas, visando mudanças no estilo 

de vida dos indivíduos - atividades físicas e/ou dietas menos calóricas (TIRSCHWELL 

et al., 2004). Somam-se a essas ações, a identificação dos fatores de risco 

modificáveis e o aumento na demonstração, pelos implementadores, da eficácia dos 

esforços na redução do risco de curto e longo prazo que envolvem a dieta, 

comorbidades, idade, etnia (AMELIA; CHARLES; MITCHELL, 2017). Ainda dentro 

desta proposta da prevenção do AVE, campanhas sobre os danos resultantes do uso 

de drogas tem ganhado destaque.  De acordo com o Relatório Mundial de 2017 sobre 

Drogas, emitido pelo Escritório das Nações Unidas sobre Drogas e Crime, o número 

de usuários aumentou em 23% em onze anos, atingindo 255 milhões de indivíduos 

em 2015. Esses dados ratificam o aumento no número de mortes atribuídas ao uso 

de drogas - 67,5% atribuídos ao uso de anfetaminas, 49,7% a cocaína, 29,6% a 

opióides e os 23% restantes para outras drogas (BÜTTNER, 2011; CRIME WORLD 

DRUG REPORT, 2017). As drogas ilícitas podem provocar danos aos vasos cerebrais 

ou em outros órgãos, afetando vias de coagulação do sangue ou coração que 

compromete negativamente a circulação cerebral (BÜTTNER, 2011; CRIME WORLD 

DRUG REPORT, 2017). Nesse contexto, AVE isquêmico agudo (infartos cerebrais) 

ou hemorrágicos (intracerebrais e subaracnóideas) são devidos aos mecanismos de 

ação específicos de cada substância psicoativa no SNC onde o aumento de pressão 

arterial, causado por ações estimulantes da droga, é o desencadeador de rupturas em 

um vaso sanguíneo cerebral e /ou de aneurismas. Há relatos clínicos da 

vasoconstrição cerebral induzida por ações estimulantes dessas drogas que reduz o 

fluxo sanguíneo, promove a agregação plaquetária e acelera aterosclerose (WORLD 

DRUG REPORT, 2017; INDAVE et al., 2018).  
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No Brasil, existem poucos dados a respeito da prevalência do AVE 

(ABRANCZUK; VILLELA, 2019). Uma pesquisa de base domiciliar, com uma amostra 

representativa nacional, relata que o número absoluto estimado de pessoas com AVE 

e incapacidade, devido a essa neuropatologia, aproxima-se de 2 milhões de indivíduos 

e, muitos deles, aproximadamente 568.000 indivíduos, com déficits motores e 

cognitivos consideráveis (BENSENOR et al., 2015). Dentro desse intervalo de 

acometidos, a prevalência é de 1,6% em homens e 1,4% em mulheres e o percentual 

de incapacitados atinge 29,5% em homens e 25,9% em mulheres (BENSENOR et al., 

2015; ABRANCZUK; VILLELA, 2019).  

A prevalência aumenta com a idade em indivíduos com menor grau de 

escolaridade, mesmo residindo em área urbana e independentemente da cor da pele 

autodeclarada (BENSENOR et al., 2015). O mesmo é observado quanto a 

incapacidade dos acometidos - verifica-se pouca diferença quanto ao sexo, raça, área 

de moradia e nível de escolaridade -, mas em pessoas mais idosas a prevalência e o 

grau de incapacidade apresentam altas taxas (BENSENOR et al., 2015). Atualmente, 

esforços têm sido feitos para legitimar a importância do AVE como uma doença 

vascular com grande relevância nas estatísticas de casos em diversas regiões do 

Brasil - essa neuropatologia tem sido registrada no sistema de informação sobre 

mortalidade, como a quarta causa de morte, excedida apenas por doença cardíaca, 

pneumonia e causas mal definidas (DATASUS, 2019). Em 2017, um estudo intitulado 

“Melhoria do Diagnóstico de Causa de Morte no Brasil’ coordenado por instituições 

nacionais e internacionais e em parceria com o Mistério da Saúde do Brasil (MS), 

sessenta cidades das cinco regiões brasileiras que aderiram ao estudo tiveram o perfil 

e a reclassificação de óbitos de pessoas, com 30 anos de idade ou mais, cuja causa 

na declaração de óbito (DO) foi classificada como AVE, identificados e relatados 

(OMS, 2012; SAMIRA et al., 2019). Os dados abrangeram toda extensão territorial, 

incluindo zona urbana e rural, sendo verificado que 85% dos óbitos por AVE ocorreram 

em cidades com mais de 500 mil habitantes e com acesso a serviços de saúde, 

qualidade da atenção e capacitação dos recursos envolvido no processo (SAMIRA et 

al., 2019; OMS, 2012). Do total de óbitos investigados, 53% eram do sexo feminino, 

69,8% ocorreram na faixa etária de 70 anos, 30,2% na faixa de 30 a 69 anos. Em 

relação a autodeclaração da cor da pele- brancos e negros (pretos e pardos) tiveram 

47,9% e 46,8% dos óbitos por AVE (SAMIRA et al., 2019). A região sudeste 
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apresentou 46,6% dos óbitos, enquanto sul e centro-oeste apresentaram 6,9% e 3,6% 

dos casos estudados, sendo 84,9% dos óbitos registrados em hospitais e 8,2% em 

domicilio (SAMIRA et al., 2019). Em relação a investigação a respeito da causa mortis, 

os Estados do Acre (AC) com 100%, Santa Catarina (SC) com 77,2% e Tocantins 

(TO) 71,3% foram os que se destacaram nessa medida. Sergipe (SE), Mato grosso 

(MT), Paraná (PR) e Alagoas (AL) investigaram entre 40% e 70% dos óbitos. Estados 

como Amazonas (5,5%), Bahia (8,1%), Rio de Janeiro (8,9%), com maiores 

prevalências de óbitos, tiveram baixo percentual de casos investigados (SAMIRA et 

al., 2019; FRANÇA et al., 2014).  

Por sua vez, em um estudo de Resende e colaboradores (2021) a respeito do 

número de pacientes internados por AVE em Belém (PA), de janeiro de 2016 a 

novembro de 2020, dos 6.402 pacientes internados, um total de 1.474 vieram a óbito. 

Esse número, deveu-se a uma melhora no controle dos principais fatores de risco 

modificáveis e a preocupação da população com saúde e prevenção (RESENDE; 

AMORIM; SOUZA, 2021). A infraestrutura de suporte para pacientes com AVE no 

Brasil tem melhorado e em Belém (PA), região metropolitana, os atendimentos nas 

unidades básicas de saúde (UBS), bem como a identificação, prevenção e controle 

de fatores de risco na população tem colaborado à diminuição da mortalidade por AVE 

(DANTAS et al., 2019, NUGEM et al., 2020; RESENDE; AMORIM; SOUZA, 2021). 

Essas implementações no tratamento do AVE, justificam-se pelas Portarias nº 

664/2012 e nº 665/2012 que aprovaram o protocolo clínico e diretrizes terapêuticas 

para o AVE no Brasil, bem como critérios para qualificação hospitalar como centro de 

pronto atendimento ao AVE (SILVA et al., 2018). Nesse contexto, o Plano de Ação 

Estratégico de Combate as Doenças Crônicas Não-Transmissíveis (DCNT), em 

vigência desde 2011, tem contribuído ao planejamento e efetividade de políticas 

públicas, maior acesso da população a saúde primaria, bem como a campanhas de 

conscientização e programas de educação médica ao controle de AVE e seus fatores 

de risco no Estado do Pará (PA) e em todo Brasil (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2011; 

PASSOS et al., 2016).  

Na capital paraense, o sexo masculino apresentou maior número de casos por 

AVE e os mais acometidos foram aqueles acima de 60 anos (DAMATA et al., 2016; 

ALMEIDA; VIANNA, 2018; AZEVEDO; ARAÚJO; SOUZA, 2018). Quanto a etnia dos 

pacientes acometidos por AVE, a prevalência foi maior em pardos (49,1%), seguidos 
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dos brancos (0,2%), pretos (0,2%) e amarelos (0,2%). Essas informações podem ter 

um viés, devido as contradições históricas, geográficas e culturais do Brasil que 

permitem uma distribuição heterogênea das raças e etnias pelas regiões (SCHIMIDT 

et al., 2019).  

Atualmente, com a eclosão da pandemia do novo coronavírus (SARS-coV-2) - 

agente etiológico causador de uma Síndrome Respiratória Aguda Grave, conhecida 

como COVID-19 (Coronavirus Disease-2019), tem havido uma subnotificação nos 

casos de AVE em todo território brasileiro devido a instauração do Estado de 

Emergência de Saúde Pública de Importância Nacional (ESPIN) para conter o avanço 

da doença que proporcionou o aumento na internação hospitalar, levando ao 

esgotamento dos leitos de terapia intensiva e a uma subnotificação ou detecção de 

casos de AVE pelo Sistema Único de saúde (SUS) em diversas regiões do Brasil 

(CAVALCANTE et al., 2020). 

Finalizando, as patologias agudas e crônicas do sistema nervoso central 

(SNC) e periférico (SNP) afetam um considerável contingente de pessoas em diversas 

regiões do mundo (LOTUFO, 2005). Essas doenças demandam um custo financeiro 

ao sistema de saúde pública e deixam sequelas irreversíveis nos indivíduos 

acometidos, viabilizando as investigações dos mecanismos que desencadeiam os 

fatores responsáveis pelos déficits motores e cognitivos à melhor avaliação clínica e 

utilização de abordagens terapêuticas adequadas (LO; DALKARA; MOSKOWITZ, 

2003; GOMES-LEAL, 2004; CARMICHAEL, 2005). 

 

1.4. PLANTAS MEDICINAIS COMO FONTES DE RECURSOS TERAPEUTICOS 
 
Uma planta medicinal pode ser considerada aquela administrada sob qualquer 

forma ou por alguma via ao homem e que exerce um tipo de ação farmacológica 

(SILVA; CARVALHO, 2004). Elas podem ser classificadas tendo como base sua 

ordem de importância, e várias são empregadas diretamente na terapêutica ou se 

destinam à manipulação na indústria para obtenção de princípios ativos ou como 

produto à semissíntese (SILVA; CARVALHO, 2004).  

 Os fármacos obtidos são amplamente utilizados na clínica médica, (CALIXTO, 

2000; CECHINEL-FILHO, 1998). Aproximadamente, 50% dos medicamentos 

utilizados são de origem sintética e 25% são de origem vegetal, isolados ou 

produzidos por semissíntese - processos de síntese orgânica e biotecnológica que 
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tem contribuído ao aumento de medicamentos prescritos em países industrializados 

(LOZOYA, 2001). Nos últimos 20 anos, os fármacos de origem natural que 

apareceram no mercado são quase na totalidade oriundos das pesquisas científicas 

de países asiáticos (CALIXTO, 2000; LOZOYA, 2001). 

 Os chineses usam o conhecimento popular sobre as ervas medicinais há 

séculos, resultando em mais de mil espécies de plantas medicinais identificadas, 

catalogadas e usadas em tratamentos de doenças (WANG, 1984; DING, 1987). 

Muitas espécies foram analisadas e tiveram seus princípios ativos conhecidos- da 

Papaver somniferum L. (Papaveraceae) , vulgarmente chamada de papoula, extraiu-

se o ópio que contem a morfina muito empregada no combate a dor desde 1903; 

dessa mesma planta (papoula) foi extraída a codeína (Robiquet) e a papaverina 

(Merk); outros compostos de plantas medicinais – cardenolídeos (digitoxina e a 

digoxina)  foram utilizados no tratamento de cardiopatias; para câncer, alcaloides 

extraídos da Catharanthus roseus G.Don (Apocynaceae) e taxóides extraídos Taxus 

brevifolia Nutt. (Taxaceae) são considerados importantes no tratamento dessa 

patologia (FELLOWS, 1992; CRAGG et al., 1999; YUNE; CECHINEL, 2001; 

HOSTETTMANN; QUEIROZ; VIEIRA, 2003).  

 Atualmente, muitos estudos procuram alternativas fitoterápicas ao tratamento 

de neuropatologias agudas e crônicas, ressalta-se pesquisas com o Ginkgo biloba 

como fitoterápico e que parece ter efeitos neuroprotetores (AO et al., 2006). 

Igualmente, Guimarães-Santos e colaboradores (2012) investigaram os efeitos anti-

inflamatório e neuroprotetor da copaíba no SNC através de um modelo experimental 

de AVE em ratos. Com mesmo objetivo, o gergelim (Sesamum indicum L) - uma planta 

cultivada há centenas de anos para obtenção de sementes que são utilizadas na 

alimentação e condimentos - tem apresentado grande potencial de cura de algumas 

patologias quando ingerida “in natura” e/ou usada topicamente (KIRAN; ASAD, 2008). 

Por seu turno, estudos de Hu e colaboradores (2004) relatam que as sementes de 

gergelim possuem propriedades antioxidantes, uma propriedade importante em 

doenças que acometem o SNC.   

 Cientes da importância de certas espécies de plantas para fins medicinais e 

centrados na descoberta e estudos de outras, em países com uma 

megabiodiversidade - Austrália, Brasil, China, Colômbia, Equador, Índia, Indonésia, 

Madagascar, Malásia, México, Peru e Zaire - a utilização das plantas, como matriz 
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medicinal, de forma sustentável tem representado um avanço à conservação e reparo 

das áreas degradadas. No Brasil, o cerrado é considerado um hotspot mundial - 

conceito criado em 1988 pelo ecólogo inglês Norman Myers para determinar as áreas 

mais importantes para preservação da biodiversidade (RHODIN, 2005). Os 34 

hotspots identificados correspondem a apenas 2,3% da superfície terrestre, onde se 

encontram 50% das plantas conhecidas (RHODIN, 2005). 

 Em muitos estados do Brasil a matéria-prima vegetal é empregada na 

elaboração de fitomedicamentos consumidos por 20% da população que encontra nos 

produtos de origem natural, especialmente as plantas medicinais, a única fonte de 

recursos terapêuticos (HOSTETTMANN; QUEIROZ; VIEIRA, 2003). Na medicina 

popular, muitas espécies são usadas empiricamente sem respaldo cientifico quanto à 

eficácia e segurança, enquanto que no mundo aproximadamente 17% das plantas 

foram estudados de alguma maneira em relação ao uso como produto medicinal e, na 

grande maioria, sem nenhum aprofundamento nos aspectos fotoquímicos e 

farmacológicos (HOSTETTMANN; QUEIROZ; VIEIRA, 2003; HAMBURGER; 

MARSTSON; HOSTETTMANN, 1991; CRAGG et al., 1999).  

  Em estudos com substâncias e/ou extratos de plantas, do ponto de vista 

farmacológico, é imprescindível a avaliação, em cultura de células e/ou em modelos 

experimentais, da atividade antiulcerogênica, anti-inflamatória e anticancerígena, bem 

como dos efeitos anticonvulsivante, poder analgésico e, recentemente, das ações 

neuroprotetora em doenças agudas e crônicas do SNC (GUIMARÃES et al., 2012). 

Outrossim, uma avaliação toxicológica - citotoxicidade, toxicidade aguda, toxicidade 

em doses repetidas (toxicidade crônica), irritação dérmica primária e cumulativa, 

irritação ocular, sensibilidade cutânea e fototoxicidade - é importante para melhor 

caracterizar a matriz do extrato, possibilitando o delineamento de abordagens que 

permitem o fechamento do ciclo multidisciplinar na investigação e/ou estudo com 

plantas medicinais (UNICAMP, 2006).   

  Nesse sentido, compostos químicos extraídos da matriz de plantas medicinais 

e com potenciais princípios ativos, constituem-se em produtos importantes e 

decisivos, considerando-se a riqueza vegetal ainda sem estudo, com possibilidades 

ao desenvolvimento de novos medicamentos na área científico-tecnológica (YUNES; 

CECHINEL, 2001; UNICAMP, 2006). 
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1.5. JUSTIFICATIVA 
 
Evidências clínicas e epidemiológicas reforçam que o risco de AVE e as 

medidas de tratamentos adotadas após a lesão isquêmica estão relacionados aos 

aspectos fisiológicos dos pacientes e que as diferenças nos padrões da lesão são 

atribuídas a efeitos diversos, resultantes dos processos iônicos e bioquímicos 

posteriores à privação de oxigênio no parênquima cerebral (HURN; BRASS, 2003; 

VAGNEROVA et al., 2008; BROUNS, DE DEYN, 2009). 

Modelos experimentais de AVE, em ratos, proporcionam patologia 

semelhante à encontrada em humanos e funcionam como mecanismos práticos 

importantes para avaliar a ação de fármacos sintéticos e/ou extratos de diversas 

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

déficits motores resultantes da lesão isquêmica (ALKAYED et al., 1998; VANNUCCI 

et al, 2001; LEGG; LANGHORNE, 2004; DOBKIN, 2005; GUIMARAES et al., 2012).  

 As investigações sobre os possíveis efeitos neuroprotetores, 

neurorregenerativos e anti-inflamatórios dos extratos de plantas da Amazônia 

brasileira continuam incipientes e as principais doenças neurodegenerativas agudas 

e crônicas permanecem sem cura (GUIMARÃES et al., 2012). No caso do AVE, que 

se configura como a segunda causa mundial de morte, somente perdendo para o 

câncer e doenças do coração, inexistem abordagens terapêuticas (com exceção do 

trombolítico tPA para AVE isquêmico) que diminuam a lesão neural secundária após 

o início dos sintomas (TAYLOR et al., 1996; CABRAL et al., 1997). No entanto, poucos 

pacientes se beneficiam do uso de trombolíticos, devido à sua estreita janela 

terapêutica ser verificada em até 3 a 4,5 horas após o início dos sintomas, sob o risco 

de ocorrer à transformação hemorrágica (CARPENTER et al., 2011; RYMNER et al., 

2010). 

 Portanto, diante da ineficácia das várias drogas testadas para as desordens 

neurais agudas em modelos experimentais com animais e/ou em estudos com 

humanos (O'COLLINS et al., 2006; SACCHETTI, 2008), há a necessidade da busca 

de novos e mais eficazes agentes neuroprotetores e/ou anti-inflamatórios para 

doenças do SNC, o que justifica este estudo. Assim, guarda também conformidade as 

novas diretrizes do Ministério da Saúde (MS), que considera o AVE um problema de 

saúde pública.   
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1.6. HIPÓTESE EXPERIMENTAL 
 

 Em concordância com o exposto acima, levantamos a seguinte hipótese para 

ser investigada: o tratamento com extrato supercrítico de gergelim preto (Sesamum 

indicum L) em ratos adultos machos e isquêmicos por microinjeção de endotelina-1 

no estriado tem efeito anti-inflamatório e neuroprotetor. 
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1.7. OBJETIVOS 
 
1.7.1. Objetivos Gerais  
 
 O objetivo geral dessa pesquisa foi investigar, de forma sistemática, utilizando 

modelo experimental de AVE, os possíveis efeitos anti-inflamatórios, neuroprotetores 

e/ou regenerativos de uma planta, considerada como neuroprotetora e/ou anti-

inflamatória pela medicina popular: gergelim preto (Sesamum indicum L), para o qual 

existem evidências científicas de seus possíveis efeitos em outras patologias. 

 
1.7.2. Objetivos Específicos 
 

a. Descrever a histopatologia da lesão isquêmica, a perda tecidual e a distribuição 

e densidade de células polimorfonucleares após o tratamento com o extrato 

supercrítico de gergelim preto (Sesamum indicum L) nos tempos de sobrevida 

estabelecidos.  

 
b. Investigar qualitativa e quantitativamente os efeitos do extrato supercrítico de 

gergelim preto (Sesamum indicum L) sobre a reatividade astrocitária em 

diferentes tempos de sobrevida após AVE experimental induzido por 

microinjeção de endotelina -1 (ET-1) no estriado de ratos adultos; 

 
c. Investigar qualitativa e quantitativamente se o extrato supercrítico de gergelim 

preto (Sesamum indicum L) pode influenciar na ativação microglial em 

diferentes tempos de sobrevida após AVE experimental como especificado; 

 
d. Investigar qualitativa e quantitativamente se o extrato de gergelim preto 

(Sesamum indicum L) possui efeito sobre a perda neuronal nos diferentes 

tempos de sobrevida após AVE experimental; 

 
e. Investigar por microscopia optica se o extrato de gergelim preto (Sesamum 

indicum L) ocasiona alterações morfológicas nas células dos rins e fígado de 

animais isquêmicos que receberam doses diárias do extrato nos tempos de 

sobrevida estabelecidos; 

 
f. Investigar os efeitos citotóxicos, atividade hemolítica, do extrato de gergelim 

preto (Sesamum indicum L), nos componentes sanguíneos.  
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g. Investigar o percentual de acidez do extrato de gergelim preto (Sesamum 

indicum L), relacionando-o aos possíveis danos histológicos e/ou aos efeitos 

anti-inflamatórios e neuroprotetores após AVE. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 
 
2.1. Animais e aspectos éticos 
 
 Para a realização do estudo foram utilizados ratos adultos Wistar do sexo 

masculino cedido pelo Biotério Central da Universidade Federal do Pará (UFPA). Os 

procedimentos experimentais foram realizados em obediência às normas sugeridas 

pelo Conselho Nacional de Controle de Animais de Experimentação (CONCEA) e pelo 

Comitê de Ética em Pesquisa com Animais de Experimentação da Universidade 

Federal do Pará (CEPAE - UFPA). O parecer de aprovação tem o número: BIO 137-

13. 

 
2.2. Grupos Experimentais  
 

Neste estudo, investigamos os possíveis efeitos anti-inflamatórios e 

neuroprotetores do gergelim preto (Sesamum indicum L) após isquemia, usando os 

seguintes grupos experimentais: 

 

Tabela 1: Grupos Experimentais, descrição e quantidade de animais por grupo. 
RIT24H: Rato isquêmico tratado-24 horas; RIC24H: Rato isquêmico controle-24 horas; 
RIT7D: Rato isquêmico tratado- 7 Dias; RIC7D: Rato isquêmico controle- 7 Dias. 

Grupos Descrição Número 

RIT24H 

Animais que receberam todos os procedimentos cirúrgicos, a 
injeção de endotelina-1 no estriado e o tratamento com extrato 
de gergelim (150mg/kg) por via intraperitoneal e que foram 
perfundidos em 24 horas após a última dose. 

9 

RIC24H 

Animais que receberam todos os procedimentos cirúrgicos, a 
injeção de endotelina-1 no estriado e o tratamento com solução 
Tween a 5% por via intraperitoneal e que foram perfundidos em 
24 horas após a última dose. 

6 

RIT7D 

Animais que receberam todos os procedimentos cirúrgicos, a 
injeção de endotelina-1 no estriado e o tratamento com extrato 
de gergelim (150mg/kg) por via intraperitoneal e que foram 
perfundidos 7 dias após a última dose. 

9 

RIC7D 

Animais que receberam todos os procedimentos cirúrgicos, a 
injeção de endotelina-1 no estriado e o tratamento com solução 
Tween a 5% por via intraperitoneal e que foram perfundidos 7 
dias após a última dose. 

6 
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2.3.  Av aliação da Citotoxicidade do Extrato de Gergelim Preto (Sesamum indicum L) 
  

Para avaliar os efeitos da citotoxicidade do extrato supercrítico de gergelim preto 

(Sesamum indicum L) sobre hemácias humanas, a atividade hemolítica foi 

desenvolvida segundo Sharma; Sharma,2001 e Khan et al., 2013 com algumas 

modificações (Figura 5). Os percentuais de hemólise foram calculados, utilizando-se 

a seguinte equação: 

 
% Hemólise = [(A492 Óleo – A492 PBS / (A492 TRI – A492 PBS)] X 100 

 
Onde: A492 Óleo= Absorbância do composto óleo em 492 nm 

 
A492 PBS= Absorbância do PBS (controle negativo) em 492 nm 

A492 TRI= Absorbância do Triton (controle positivo) em 492 nm 

 
 

Cerca de 2 ml de hemácias humanas foram lavadas três vezes por centrifugação 

(2500 rpm/ 10 minutos) em tampão fosfato salina (PBS) para preparação de uma 

suspensão de hemácias a 10%. Alíquotas de 2,5 mL da suspensão de hemácias foram 

preparadas e acrescidas de 500 μL do extrato nas concentrações de 2000, 1000, 500 

e 250 mg/L. As soluções foram misturadas e originaram três alíquotas de 1mL cada, 

denominadas como T0, T20 e T40 que foram levadas imediatamente a banho-maria 

e incubadas a 37°C. Em seguida, 40 μL de glutaraldeído a 2,5% foram adicionados 

em tempos diferentes aos três tubos para encerrar a reação: (i) ao tubo T0 

imediatamente após a incubação a 37°C; (ii) após 20 minutos ao tubo T20; (iii) e 

depois de quarenta minutos de incubação ao tubo T40.  

Após adição do glutaraldeído nos tempos indicados, os tubos foram 

centrifugados a 2500 rpm por quinze minutos para permitir que membranas rompidas 

e as células não rompidas sedimentassem. O sobrenadante foi removido e transferido 

para uma placa de 96 poços e a hemoglobina liberada no sobrenadante foi medida 

por espectrofotometria à absorbância de 492 nm utilizando um espectrofotômetro. 

Como controle positivo foi utilizado 0,2% de Triton X-100 diluído em PBS (100% 

de hemólise) e uma solução de PBS (0% de hemólise) como controle negativo. De 

cada controle foi usado o volume de 500 μL que foram adicionados às alíquotas de 

2,5 ml da suspensão de hemácias a 10%. 
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Figura 5: Etapas à avaliação da citotoxicidade de extrato de gergelim (sesamum indicum L). Preparo 
da solução, centrifugação, transferência e leitura.  

 
 
2.4. Perfil de Acidez do Extrato Supercrítico de Gergelim Preto (Sesamum indicum L) 
 
  O índice de acidez do extrato supercrítico de gergelim preto (Sesamum indicum 

L) foi determinado segundo o método oficial Ca 5a-40 da American Oil Chemists' 

Society (AOCS, 2014), a amostra foi dissolvida em álcool neutralizado a quente e a 

fenolftaleína foi utilizada como indicador. A amostra foi titulada com Hidróxido de 

Sódio (NaOH). O resultado dessa análise foi expresso em porcentagem de ácidos 

graxos livres (%FFA) em ácido palmítico e láurico. 

 
Ácidos graxos como % palmítico 

% = ml de NaOH x N x fc x 25,6 (constante) 

Massa da amostra (g)  

 

Ácidos graxos como % láurico 

% = ml de NaOH x N x fc x 20,0 (constante) 

Massa da amostra (g) 
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Valor de Acidez 

Valor de Acidez (mgKOH/g) = [% ácidos graxos livres (palmítico ou láurico) x 1,99] 

Onde: 

N: Normalidade do Hidróxido de Sódio (0,1); 

Fc: Fator de Correção do Hidróxido de Sódio 0,1 N; 

Constante: É o peso molecular do ácido graxo 

 
Notas: 

01- A massa de amostra varia de acordo com o tipo de produto a ser analisado 

(quantidade de ácidos graxos livres); 

02- Os ácidos graxos livres são frequentemente expressos em termos do valor de 

acidez, definido como o número de miligramas de KOH necessários para neutralizar 

1 g de amostra. 

 
2.5. Isquemia Focal em Roedores 
 
 Em estudos prévios se realizou o modelo experimental proposto. Utilizaram-se 

os efeitos vasoconstritores do peptídeo endotelina-1(ET-1) para induzir a isquemia 

focal na região do estriado de ratos adultos ( LIMA et al.,2008; CARDOSO, 2012; 

FRANCO et al., 2012). Os animais foram anestesiados com injeção intraperitoneal 

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

Xilazina (Kensol®, König 9 mg/ Kg). Os reflexos corneano e de retirada das patas 

foram testados antes dos animais serem posicionados no aparelho estereotáxico 

(Insight, Brasil). A estereotaxia e a cirurgia foram iniciadas somente quando estes 

reflexos foram abolidos pela anestesia. Uma pequena abertura foi realizada no crânio 

destes animais com coordenadas estereotáxicas específicas para injeções de ET-1 

no estriado, em relação ao Brégma, coordenadas: 1,2 mm anterior-posterior; 2,5 mm 

médio-lateral; -4,0 mm dorsoventral a partir da superfície cortical (PAXINOS et al., 

1980). O corante azul de colanil foi adicionado ao diluente da endotelina-1 para facilitar 

a identificação do local de injeção no momento dos cortes em criostato.  

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

regulares (de duas em duas horas), visando o monitoramento da recuperação e da 

evolução dos sintomas causados pelo dano isquêmico, mantidos em gaiolas-padrão 

individuais com água e comida durante o tratamento com o extrato da planta e/ou 
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Tween a 5% nos tempos de sobrevida: 24 horas e 7 dias após a indução isquêmica 

(Figura 6). 

 

Figura 6: Desenho experimental à obtenção da lesão isquêmica, dose injetada do extrato e o intervalo 

de tempo de cada aplicação.  
 
 
2.6. Perfusão e processamento tecidual 
 
 Após os diferentes tempos de sobrevida especificados acima, os animais foram 

anestesiados com uma mistura de cloridrato de cetamina (Vetanarcol®, König 72 

mg/Kg) e xilazina (Vetanarcol®, König 72 mg/Kg) via intraperitoneal (i.p.). Os testes do 

reflexo corneano e de retirada da pata foram avaliados para garantir que os animais 

estavam bem anestesiados, antes de qualquer manipulação cirúrgica. Em seguida, 

realizou-se uma rapidamente toracotomia e a exposição do saco pericárdico que foi 

aberto para a visualização do coração. Uma pequena incisão na aurícula direita foi 

realizada e uma agulha ligada ao sistema de perfusão foi introduzida no ventrículo 

esquerdo e direcionada até a porção inicial da aorta; os animais foram perfundidos 

com solução salina 0,9% heparinizada seguida pelo fixador Paraformaldeído a 4%.  

Os encéfalos foram dissecados e pós-fixados por 24 horas no mesmo fixador 

utilizado na perfusão. Após a pós-fixação por um período de 24 horas, os mesmos 
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foram crioprotegidos utilizando o seguinte protocolo: i) solução crioprotetora a 25% 

(24 horas); ii) solução crioprotetora a 50% (48 horas); iii) solução crioprotetora a 100% 

(7 dias). Após a crioproteção, o tecido foi congelado em gel de imersão (TissueTek) 

para cortes em criostato a – 35oC. Por conseguinte, secções coronais com espessura 

de 20 e 50 µm foram obtidas e colocados em lâminas previamente gelatinizadas e 

mantidas a temperatura ambiente por um período mínimo de 24 horas. Em seguida 

guardadas em freezer à – 20oC para posterior utilização nos procedimentos de imuno-

histoquímica e/ou histológicos. 

 

2.7. Análise Histopatológica e Imuno-histoquímica 

 
2.7.1. Área da Lesão 
 
 A área da lesão foi visualizada em cortes com espessura de 50 µm e corados 

pela violeta de cresila de acordo com o protocolo realizado nos estudos prévios 

(FRANCO et al., 2012; GOMES-LEAL et al., 2004). 

 
2.7.2. Estudos Imuno-histoquímicos 
 
 Para se avaliar os possíveis efeitos anti-inflamatórios e neuroprotetores do 

extrato de gergelim preto (Sesamum indicum L), extração por fluído supercrítico, foi 

realizada uma série de estudos imuno-histoquímicos para marcação especifica a cada 

tipo celular na área isquêmica. 

 Foram seguidos os protocolos de imunomarcação padronizados, utilizados com 

o método DAB-níquel (GOMES-LEAL et al., 2004) estabelecidos em estudos prévios. 

 
2.7.2.1. Neurônios 
 
 Os corpos neuronais foram marcados com anticorpo anti-NeuN (1:100, 

Chemicon), um marcador específico de corpos celulares de neurônios maduros 

(MULLEN et al., 1992; CARDOSO, 2012; FRANCO et al., 2012). 
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2.7.2.2. Células Gliais 
 
 Para o estudo de astrócitos, utilizou-se anticorpo anti-proteína acídica fibrilar 

glial (anti-GFAP) (1:1000, Dako) (GOMES-LEAL et al., 2004a); a presença de 

micróglias / macrófagos ativados no centro ou na periferia da lesão foi identificada 

pelo anticorpo ED1 (1:500, Serotec) (DIJKSTRA et al., 1985). 

 
2.7.3. Métodos Histológicos 
 

As amostras de tecidos biológicos de rim e fígado de animais isquêmicos - 

tratados com extrato de gergelim e controles que receberam tratamento com PBS 

Tween a 5% - foram armazenados em solução fixadora a base de formaldeído 10% 

tamponado por 24 horas e, em seguida, processados em uma bateria de álcool etílico, 

em diferentes concentrações (70%, 80%, 90% e 100%) por um período de tempo 

especificado em cada concentração. Em seguida, passaram em uma bateria de xileno 

(Xilol-I e Xilol-II), por tempos determinados e, posteriormente, incluídos em parafina e 

cortados em micrótomo para obtenção de secções com espessura de 5µm que foram 

coradas pelos métodos de coloração de rotina e/ou histoquímicos - Hematoxilina e 

Eosina (HE), Tricrômico de Gomori (TG), Ácido Periódico-Schiff (P.A.S reativo de shiff) 

obedecendo o Protocolo de Lillie (1965).  

 
2.8. Análise Qualitativa 
 
 Todas as secções coradas pelos diferentes métodos histológicos e imuno-

histoquímicos foram inspecionadas em microscópio óptico (Nikon Eclipse 50i). A área 

de lesão foi delineada nas imagens obtidas de secções coradas com NeuN ou violeta 

de cresila, utilizando-se o programa Power Point. Essa identificação ocorreu a partir 

das bordas que delimitavam a área lesionada, em diferentes secções, todas 

pertencentes a diferentes animais e tempos de sobrevida (n=5/ animal/ tempo de 

sobrevida).  Os campos mais ilustrativos, obtidos de seções em todos os tempos de 

sobrevida e grupos experimentais, foram capturadas com o programa de computador 

Motic 5.0 e Câmara Digital acoplada a um microscópio óptico (THORED et al., 2009). 
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2.9. Análise Quantitativa 
 

 A avaliação quantitativa dos resultados histopatológicos: foram obtidos em um 

microscópio Binocular (Modelo Eclipse- E200MV R) com gradícula de área 0,0625 

mm2 acoplada a ocular, sendo elas: a) o número de células NeuN+ (neurônios); b) 

micróglia/macrófagos (ED-1+) ativos; c) astrócitos reativos (GFAP). Os campos 

investigados foram visualizados na objetiva de 40X e as contagens das células em 

três secções por lâmina, todo campo ao redor da lesão por secção, em quatro animais 

para cada grupo experimental (Figura 7). 

 

 

Figura 7: Esquema que identifica a posição das secções nas lâminas à quantificação das células 
imunomarcadas e imagem (corte coronal) evidenciando o local da lesão isquêmica após injeção de 
endotelina-1(ET-1). 
 

 
2.10. Análise Estatística  
 
 Foram utilizados os parâmetros de estatística descritiva (média, erro padrão e 

desvio padrão) para todos os dados quantitativos. As diferenças entre os grupos foram 

investigadas pelo teste t-Student, com o nível de significância em p < 0.05 para 

significativo e p < 0.01 iguais a altamente significativo. Os resultados estatísticos e a 

plotagem dos gráficos foram obtidos no programa Microsoft Excel.  
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2.11. Matéria-prima, Fracionamento e Isolamento do Extrato 
 
2.11.1. Considerações a respeito da Matéria-Prima: Gergelim preto (Sesamum 

indicum L). 

 
 O gergelim (Sesamum indicum L) é uma planta pertencente à família 

Pedaliceae, ordem Tubiflorae, subordem Solamineae, tribo Sesameae e gênero 

Sesamum. Essa planta possui 13 gêneros e 75 espécies, sendo uma planta anual ou 

perene de altura variável – aproximadamente de 0,5 a 3 m, possuindo o caule reto 

com ou sem ramificações. As folhas são pecioladas pubescentes, sendo as flores 

axilares, gamopétalas e zigoformas, com fruto tipo cápsula e deiscência loculicida 

(AMABILLE et al., 2001). Trata-se de uma oleaginosa com bastante importância 

econômica e cultivada em diversas localidades no mundo - em regiões de clima 

tropical e semi-tropical e com boa adaptação ao semi-árido (Figura 8) (KOCA et al., 

2007). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Estágios de crescimento do gergelim preto (Sesamum indicum L) (WEI et al., 2022). 

 

 O gergelim possui um alto percentual de proteínas e carboidratos, além de 

apresentar sementes ricas em compostos com propriedades oleaginosos. Essas 

características são bastante exploradas nas indústrias farmacêuticas e de alimentos 

à obtenção de suplemento alimentar, hidratantes, sabonetes, loções e filtros solares 
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etc. (BAYDAR et al., 1999; ELLEUCH et al., 2007). Por sua vez, as substancias 

antioxidantes presentes nos óleos extraídos desse vegetal possibilitam estudos “in 

vitro” ou “in vivo” para diversas patologias: diabetes, hipertensão, câncer, dislipidemia 

e outras (SANKAR et al., 2004; KOCA et al., 2007).  

 Nesse contexto, antioxidantes lipossolúveis – tocoferóis e tocotriénois - 

conferem ao óleo de gergelim uma elevada estabilidade oxidativa em relação aos 

outros óleos vegetais (SUJA et al., 2004; SCHWARTZ et al., 2008).  O gergelim ocupa 

o nono lugar entre as oleaginosas mais plantadas no mundo com uma área cultivada 

aproximadamente de 6 milhões de hectares, apresentando uma produtividade em 

sementes de 400kg/ha. No Brasil são produzidas aproximadamente 13 mil toneladas 

em uma área de 22 mil hectares que possibilita uma produtividade média de 519 kg/ha 

em virtude de temperaturas que variam entre 25 °C a 30 °C nesses locais, com baixas 

altitudes – valores abaixo de 500m - e considerável volume de precipitação, em torno 

de 650mm (AMABILLE et al., 2001; ARRIEL et al., 2009; MESQUITA et al., 2013).  

 Destaca-se que a espécie pode ser inserida em sistemas tradicionais de cultivo 

(plantio direto) e/ou em sistemas agroecológicos, possibilitando aos pequenos e 

médios produtores uma alternativa de plantio (PERIN et al., 2010).     

 

2.11.2. Preparação e Caracterização da Matéria Prima 
 
 O gergelim preto (Sesamum indicum L.) foi adquirido da Empresa Brasileira de 

Pesquisa Agropecuária (EMBRAPA) através de uma colaboração com o Dr. Osmar 

Lameira, coordenador do Laboratório de Biotecnologia da EMPRAPA. Essa planta 

possui identificação botânica e as exsicatas estão depositadas no museu da 

EMBRAPA.  

A matéria-prima foi processada no Laboratório de Separações e Processos do 

Centro Tecnológico em Colaboração com o Prof. Dr. Raul Carvalho Jr, Engenheiro 

Químico e professor adjunto do Campus da UFPA em Belém. Os procedimentos foram 

descritos em investigações prévias ( CARVALHO, 2004; CARVALHO, 2005). 

 Inicialmente, a matéria-prima foi lavada, submetida à secagem até peso 

constante e colocada em sacos plásticos de polipropileno, fechadas e armazenadas 

em freezer doméstico em temperatura inferior a -5 °C.  As sementes foram moídas em 

um moinho elétrico de facas (TECNAL, modelo TE 631/1, São Paulo, Brasil). 

Posteriormente, foi realizada a análise granulométrica deste material utilizando um 
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conjunto de peneiras padronizadas da Série Tyler (W.S. Tyler, USA), com abertura de 

-18 + 60 mesh. O produto da granulometria foi colocado em um agitador magnético 

(PRODUTEST, modelo 3580, São Paulo, Brasil) até a separação completa das 

partículas. Após o peneiramento deste material, as frações de 24 a 48 mesh foram 

homogeneizadas para posterior acondicionamento a vácuo em sacos plásticos de 

polipropileno, os quais foram armazenados em um freezer em temperatura inferior à 

–5ºC. 

 
2.11.3. Obtenção de Extratos por Fracionamento com Fluído Supercrítico 
 
 O extrato de gergelim preto foi obtido com o uso da tecnologia de extração com 

fluido supercrítico (CARVALHO, 2005).  

 A extração foi realizada em uma unidade de extração supercrítica, Speed SFE 

2 da Appleid Separations (930, Hamilton Street, Allentown, PA 18101), do Laboratório 

de Análises Químicas da Faculdade de Ciências Exatas e Tecnologia (FACET) da 

Universidade Federal do Pará (UFPA), campus Belém, conforme apresentado na 

(Figura 9). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Speed SFE2 da Appleid Separations 

 

Os experimentos foram realizados em duplicatas com planejamento 

aleatorizado na unidade de extração supercrítica. O leito de extração foi formado com 

cerca de 10% do volume da célula de extração empacotada com matéria-prima 

utilizando partículas de tamanho de 24, 32 e 48 mesh divididas em partes iguais e o 

restante foi preenchido com esferas de vidro. Foram realizadas extrações exaustivas 
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até que todo material solúvel na condição de processo (temperatura, pressão e vazão 

de solvente) seja removido da matriz sólida. 
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3. RESULTADOS  
 
3.1. Histopatologia da Lesão Isquêmica após Microinjeção de Endotelina-1 no Estriado 

de Ratos Machos Adultos e Submetidos ao Tratamento Intraperitoneal com Solução 

Tween 5% e Extrato Supercrítico de Gergelim Preto (Sesamum indicum L). 

 
 Para avaliar a histopatologia da lesão após o AVE, foram utilizadas técnicas 

histoquímicas e imuno-histoquímicas em secções de encéfalos dos ratos isquêmicos, 

por injeção de 80 pMol de endotelina-1 (ET-1) no estriado, usando a coloração de 

violeta de cresila e imunomarcação específica para células gliais e neurônios.  

 A coloração de violeta de cresila foi efetiva para demonstrar que as células 

polimorfonucleares infiltram a área periférica e central à lesão, no período de 24 horas 

e 7 dias após a isquemia, acumulando-se nas proximidades de neurônios isquêmicos. 

(Figuras 10 e 11). Nesse período, foi verificado edema, resposta inflamatória e 

diminuição de corpos celulares, bem como áreas de lesão bastantes distintas. Um 

ramo da artéria cerebral média próximo ao local de injeção da ET-1 e do edema foi 

melhor observado pela coloração com nuclear fast-green (Figura 12).  

A densidade de células infiltradas na área de lesão nos animais isquêmicos e 

tratados por 24 horas com extrato supercrítico de gergelim preto foi menor em relação 

aos animais isquêmicos que não receberam o tratamento nesse período (animais- 

controle). Após 7 dias de isquemia, um aparente aumento no número de células 

infiltradas no local da lesão foi verificado -  um número bem superior ao observado 

nas 24 horas. Semelhante à janela temporal de 24 horas, verificou-se, após 7 dias, 

uma diferença na densidade de células polimorfonucleares entre os grupos, com o 

grupo tratado apresentando menor número de células polimorfonucleares em relação 

ao grupo controle.  

Essas observações sugerem que as células polimorfonucleares que infiltraram 

à área isquêmica do encéfalo, no período de 24 horas e após 7 dias, podem estar 

sofrendo influência do extrato usado no tratamento (Figuras 10 e 11). 
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Figura 10: Imagens de amostras de tecidos cerebrais corados com violeta de cresila mostrando que o 
AVE isquêmico foi induzido no Estriado (ST) após injeção de endotelina-1(ET-1). Linha superior: 
animal controle (Tween), 1 dia após AVE; Linha inferior: animal tratado (Gergelim), 1 dia após AVE. 
Setas: apontam para infiltrado de células polimorfonucleares; Linha pontilhada: área isquêmica; 
Asterisco (*): local de injeção de ET-1; VL: Ventrículo lateral; ST: Estriado. Barra de escala: 50 µm 
(A, D); 100 µm (B, E.); 400 µm. 

 

Figura 11: Imagens de amostras de tecidos cerebrais corados com violeta de cresila mostrando que o 
AVE isquêmico foi induzido no Estriado (ST) após injeção de endotelina-1(ET-1). Linha superior: 
animal controle (Tween), 7 dias após AVE; Linha inferior: animal tratado (Gergelim), 7 dias após AVE. 
Setas: apontam para infiltrado de células polimorfonucleares; Linha pontilhada: área isquêmica; 
Asterisco (*): local de injeção de ET-1; VL: Ventrículo lateral; ST: Estriado. Barra de escala: 50 µm 
(A, D); 100 µm (B, E); 400 µm (C,F).  
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Figura 12: Encéfalo de rato isquêmico. Seta: indicando edema; Asterisco (*): ramo da artéria cerebral 

média.  

 

3.2. Reatividade Astrocitária Após Lesão Isquêmica Obtida por Microinjeção de 

Endotelina-1 no Estriado de Ratos Machos e Submetidos ao Tratamento 

Intraperitoneal com Solução Tween 5% e Extrato Supercrítico de Gergelim Preto 

(Sesamum indicum L). 

 
 O AVE, induzido por endotelina-1(ET-1) no estriado, ocasionou astrogliose 

independentemente do tempo de sobrevida de 24 horas e/ou 7 dias após a isquemia. 

Nesse local, os astrócitos foram evidenciados por imunomarcação com o 

anticorpo anti-GFAP específico para essas células (figuras 13 a 20). Em 24 horas, a 

distribuição dos astrócitos foi verificada no centro e periferia da lesão, tanto no grupo 

que recebeu o tratamento com solução de Tween a 5% como naqueles que receberam 

o tratamento com extrato supercrítico de gergelim (dose de 150mg/kg) subdividida em 

duas doses de 75mg/kg (Figura 13). Nessa janela temporal, observou-se maior 

número de astrócitos íntegros, próximos ao centro de lesão, no grupo tratado com o 

extrato supercrítico de gergelim preto (ESGP) (Figura 13). As quantificações dos 

astrócitos nesse período, dentro das áreas próximas e distantes ao centro de lesão, 

não revelaram diferença significativa no número de astrócitos reativos quando 

comparamos os dois grupos- Tween a 5% e àqueles que receberam o ESGP (Figura 

19). 

Por sua vez, a distribuição de células GFAP+ positivas na área isquêmica após 

7 dias mostrou semelhança àquela visualizada em 24 horas - com astrócitos reativos 
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no centro e periferia da lesão. Entretanto, na área central à lesão, nos animais que 

receberam o tratamento com extrato supercrítico de gergelim preto, alguns astrócitos 

apresentavam uma morfologia semelhante às de astrócitos íntegros - morfologia 

ramificada e corpo celular pequeno (Figuras 16 e 17). Em sequência, as 

quantificações das células GFAP+, na área isquêmica, revelaram uma diferença 

significativa na densidade de astrócitos entre o grupo tratado com o ESGP 

comparativamente ao que recebeu a solução Tween a 5% (Figura 20). 

Os resultados da quantificação, nos tempos de 24 horas e 7 dias, sugerem que 

no ESPG pode haver substâncias ativas que modulam a atuação dessas células no 

ambiente isquêmico. 

 
 

Figura 13: Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação para célula glial (Astrócitos) 
mostrando que o AVE isquêmico no Estriado (ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz resposta 
astrocitária e imunomarcação por anticorpos anti-GFAP. Linha superior: animal controle (Tween), 1 
dia após AVE; Linha inferior: animal tratado (Gergelim), 1 dia após AVE. Setas: apontam para 
astrócitos reativos; Asterisco (*): local de injeção de ET-1; VL: Ventrículo lateral; ST: Estriado. Barra 
de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.); (C, F) 400 µm. 
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Figura14: Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação para célula glial (Astrócitos) 
mostrando que o AVE isquêmico no Estriado (ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz resposta 
astrocitária e imunomarcação por anticorpos anti-GFAP. Linha superior: animal controle (Tween), 1 
dia após AVE; Linha inferior: animal tratado (Gergelim), 1 dia após AVE. Setas: apontam para 
astrócitos reativos; Asterisco (*): local de injeção de ET-1; VL: Ventrículo lateral; ST: Estriado. Barra 
de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.); (C, F) 400 µm. 

 

Figura 15: Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação para célula glial (Astrócitos) 
mostrando que o AVE isquêmico no Estriado (ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz resposta 
astrocitária e imunomarcação por anticorpos anti-GFAP. Linha superior: animal controle (Tween), 1 
dia após AVE; Linha inferior: animal tratado (Gergelim), 1 dia após AVE. Setas: apontam para 
astrócitos reativos; Asterisco (*): local de injeção de ET-1; VL: Ventrículo lateral; ST: Estriado. Barra 
de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.); (C, F) 400 µm. 
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Figura 16: Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação para célula glial (Astrócitos) 
mostrando que o AVE isquêmico no Estriado (ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz resposta 
astrocitária e imunomarcação por anticorpos anti-GFAP. Linha superior: animal controle (Tween), 7 
dias após AVE; Linha inferior: animal tratado (Gergelim), 7 dias após AVE. Setas: apontam para 
astrócitos reativos; Asterisco (*): local de injeção de ET-1; VL: Ventrículo lateral; ST: Estriado. Barra 
de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.) ;(C, F) 400 µm. 
 

 

Figura 17: Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação para célula glial (Astrócitos) 
mostrando que o AVE isquêmico no Estriado (ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz resposta 
astrocitária e imunomarcação por anticorpos anti-GFAP. Linha superior: animal controle (Tween), 7 
dias após AVE; Linha inferior: animal tratado (Gergelim), 7 dias após AVE. Setas: apontam para 
astrócitos reativos; Asterisco (*): local de injeção de ET-1; VL: Ventrículo lateral; ST: Estriado. Barra 
de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.); (C, F) 400 µm. 
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Figura 18: Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação para célula glial (Astrócitos) 
mostrando que o AVE isquêmico no Estriado (ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz resposta 
astrocitária e imunomarcação por anticorpos anti-GFAP. Linha superior: animal controle (Tween), 7 
dias após AVE; Linha inferior: animal tratado (Gergelim), 7 dias após AVE. Setas: apontam para 
astrócitos reativos; Asterisco (*): local de injeção de ET-1; VL: Ventrículo lateral; ST: Estriado. Barra 
de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.); (C, F) 400 µm. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 19: Análise quantitativa de células gliais (astrócitos GFAP+ / campo) imunorreativos na área 
isquêmica após injeção de endotelina-1 (ET-1). Controle: grupo isquêmico tratado apenas com Tween; 
Tratado: grupo isquêmico tratado apenas com extrato de gergelim.  
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Figura 20: Análise quantitativa de células gliais (astrócitos GFAP+ / campo) imunorreativos na área 
isquêmica após injeção de endotelina-1 (ET-1). Controle: grupo isquêmico tratado apenas com Tween; 
Tratado: grupo isquêmico tratado apenas com extrato de gergelim; (p<0,01). 

 

3.3. Distribuição de Células Microgliais/ Macrófagos Ativos Após Lesão Isquêmica 

Obtida por Microinjeção de Endotelina-1 no Estriado de Ratos Machos Submetidos ao 

Tratamento Intraperitoneal com Solução Tween 5% e Extrato Supercrítico de Gergelim 

Preto (Sesamum indicum L). 

 
 Para verificar a ativação das células microgliais/macrófagos no tecido cerebral 

isquêmico, após injeção de endotelina-1, foi executada a marcação por imuno-

histoquímica com anticorpos Anti-ED1 (CD68). Após 24 horas e/ou 7 dias da 

progressão isquêmica, as células ED1+ (microglias/macrófagos) foram detectadas na 

área de lesão, mas, com ativação mais intensa no centro da área lesionada (Figuras 

21 a 29). 

 Em 24 horas, o acúmulo de células ED1+ foi maior próximo ao centro da lesão 

em animais tratados com solução Tween a 5% em relação àqueles que receberam o 

tratamento com o extrato supercrítico de gergelim preto (ESGP) (150mg/kg). A 

quantificação de células ED1+, nessa janela temporal de 24 horas, revelou diferença 

significativa entre os grupos avaliados (Figura 28). 

 Em 7 dias de isquemia, a distribuição dessas células foi semelhante ao 

observado ao tempo de 24 horas, mas, a densidade de células ED1+ no centro de 

lesão foi bem menor no grupo que recebeu o tratamento com extrato supercrítico de 
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gergelim preto (ESGP) (150mg/kg) quando comparado ao grupo que foi tratado com 

a solução Tween a 5%. (Figuras 24 e 25; Figura 29)  

A quantificação das células ED1+, em ambos os tempos de sobrevida, sugere 

que o tratamento com extrato supercrítico de gergelim preto (ESGP) influenciou na 

modulação da atividade dessas células (micróglia/macrófagos) no ambiente 

isquêmico. 

 

Figura 21: Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação para células gliais 
(micróglias) mostrando que o AVE isquêmico no Estriado (ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz 
imunomarcação positiva para essas células (ED-1+). Linha superior: animal controle (Tween), 1 dia 
após AVE; Linha inferior: animal tratado (Gergelim), 1 dia após AVE. Setas: apontam para células 
(micróglias/macrófagos) ED-1+; Asterisco (*): local de injeção de ET-1; CC: Corpo Caloso; ST: 
Estriado. Barra de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.) ;(C, F) 400 µm. 
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Figura 22: Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação para células gliais 
(micróglias) mostrando que o AVE isquêmico no Estriado (ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz 
imunomarcação positiva para essas células (ED-1+). Linha superior: animal controle (Tween), 1 dia 
após AVE; Linha inferior: animal tratado (Gergelim), 1 dia após AVE. Setas: apontam para células 
(micróglias/macrófagos) ED-1+; Asterisco (*): local de injeção de ET-1; CC: Corpo Caloso; ST: 
Estriado. Barra de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.); (C, F) 400 µm.  
 

 

Figura 23: Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação para células gliais 
(micróglias) mostrando que o AVE isquêmico no Estriado (ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz 
imunomarcação positiva para essas células (ED-1+). Linha superior: animal controle (Tween), 1 dia 
após AVE; Linha inferior: animal tratado (Gergelim), 1 dia após AVE. Setas: apontam para células 
(micróglias/macrófagos) ED-1+; Asterisco (*): local de injeção de ET-1; CC: Corpo Caloso; ST: 
Estriado. Barra de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.) ;(C, F) 400 µm. 
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Figura 24: Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação para células gliais 
(micróglias) mostrando que o AVE isquêmico no Estriado (ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz 
imunomarcação positiva para essas células (ED-1+). Linha superior: animal controle (Tween), 7 dias 
após AVE; Linha inferior: animal tratado (Gergelim), 7 dias após AVE. Setas: apontam para células 
(micróglias/macrófagos) ED-1+; Asterisco (*): local de injeção de ET-1; CC: Corpo Caloso; ST: 
Estriado. Barra de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.); (C, F) 400 µm.  

 

 

Figura 25: Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação para células gliais 
(micróglias) mostrando que o AVE isquêmico no Estriado (ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz 
imunomarcação positiva para essas células (ED-1+). Linha superior: animal controle (Tween), 7 dias 
após AVE; Linha inferior: animal tratado (Gergelim), 7 dias após AVE. Setas: apontam para células 
(micróglias/macrófagos) ED-1+; Asterisco (*): local de injeção de ET-1; CC: Corpo Caloso; ST: 
Estriado. Barra de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.); (C, F) 400 µm. 
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Figura 26: Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação para células gliais 
(micróglias) mostrando que o AVE isquêmico no Estriado (ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz 
imunomarcação positiva para essas células (ED-1+). Linha superior: animal controle (Tween), 7 dias 
após AVE; Linha inferior: animal tratado (Gergelim), 7 dias após AVE. Setas: apontam para células 
(micróglias/macrófagos) ED-1+; Asterisco (*): local de injeção de ET-1; CC: Corpo Caloso; ST: 
Estriado. Barra de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.); (C, F) 400 µm.  
 

 

Figura 27: Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação para células gliais 
(micróglias) mostrando que o AVE isquêmico no Estriado (ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz 
imunomarcação positiva para essas células (ED-1+). Linha superior: animal controle (Tween), 7 dias 
após AVE; Linha inferior: animal tratado (Gergelim), 7 dias após AVE. Setas: apontam para células 
(micróglias/macrófagos) ED-1+; Asterisco (*): local de injeção de ET-1; CC: Corpo Caloso; ST: 
Estriado. Barra de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.); (C,F) 400 µm. 



 

88 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 28: Análise quantitativa de células gliais (microglias/macrófagos ED1+ / campo) imunorreativas 
na área isquêmica após injeção de endotelina-1 (ET-1). Controle: grupo isquêmico tratado apenas com 
Tween; Tratado: grupo isquêmico tratado apenas com extrato de gergelim; (p<0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 29: Análise quantitativa de células gliais (microglias/macrófagos ED1+ / campo) imunorreativas 
na área isquêmica após injeção de endotelina-1 (ET-1). Controle: grupo isquêmico tratado apenas com 
Tween; Tratado: grupo isquêmico tratado apenas com extrato de gergelim; (p<0,01). 
 

 
 

 

 



 

89 

 

3.4. Preservação e Perda neuronal após Lesão Isquêmica Ocasionada por 

Microinjeção de Endotelina-1 no Estriado de Ratos Machos Submetidos ao 

Tratamento Intraperitoneal com Solução Tween 5% e Extrato Supercrítico de Gergelim 

Preto (Sesamum indicum L). 

 

Para avaliar a preservação ou a perda neuronal no tecido cerebral isquêmico, 

após injeção de endotelina-1, foi realizada a imunomarcação com anticorpo anti-

NeuN. Após 24 horas e 7dias do evento isquêmico as células NeuN+ foram 

identificadas na periferia e em áreas próximas ao centro na lesão (Figuras 30 a 41). 

 Próximo aos neurônios preservados (células neuN+) foram identificadas áreas 

onde não houve marcação dessas células, sugerindo grande perda neuronal após 

isquemia (Figuras 31 e 35). Em 24 horas, a preservação de neurônios foi mais 

evidenciada em animais que receberam o tratamento com o extrato supercrítico de 

gergelim preto (ESGP) (150mg/kg) em relação àqueles que receberam a solução de 

Tween 5% (Figuras 30 a 33).  Ainda nessa janela temporal, identificamos corpos 

neuronais próximos ao centro de lesão em secções de animais que foram tratados 

com o ESGP - uma condição que não foi observada no grupo tratado com solução de 

Tween a 5%. (Figuras 31 e 33). A quantificação dos neurônios, aparentemente viáveis 

na periferia e centro de lesão, revelou uma diferença significativa no número de células 

neuN+ positivas nos animais isquêmicos tratados quando comparados àqueles que 

receberam a solução Tween (Figura 38). 

 Em 7 dias após isquemia, a preservação de neurônios (células neuN+ 

positivas), na periferia e no centro de lesão, foi aparentemente menor no grupo que 

recebeu tratamento com solução Tween a 5% em relação ao grupo que recebeu 

tratamento com extrato supercrítico de gergelim preto (ESGP) (150mg/kg) (Figuras 

34 e 36). Essa preservação neuronal foi ratificada pela quantificação dessas células, 

revelando uma diferença significativa entre os grupos investigados - controle (RIC7D) 

e tratado (RIT7D) (Figura 39). 

 A perda e a preservação de neurônios foram evidentes, mas, na janela 

temporal de 7 dias, no centro da lesão, a preservação de neurônios foi maior que na 

janela temporal de 24 horas nos animas que receberam tratamento com extrato 

supercrítico de gergelim preto (ESGP). (Figura 31 a e 36 a; Figuras 40 e 41). 
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Figura 30: Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação para neurônios mostrando 
que o AVE isquêmico no Estriado (ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz perda neuronal e 
imunomarcação positiva com anticorpo anti-NeuN. Linha superior: animal controle (Tween), 1 dia após 
AVE; Linha inferior: animal tratado (Gergelim), 1 dia após AVE. Setas: apontam para células NeuN+; 
Asterisco (*): local de injeção de ET-1; CC: Corpo Caloso; ST: Estriado; VL: Ventrículo lateral. Barra 
de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.); (C, F) 400 µm.  
 

Figura 31: Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação para neurônios mostrando 
que o AVE isquêmico no Estriado (ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz perda neuronal e 
imunomarcação positiva com anticorpo anti-NeuN. (a) e (d) ênfase para preservação de neurônios na 
periferia; (c) e (f) ênfase para de preservação de neurônios no centro da lesão; Linha superior: animal 
controle (Tween), 1 dia após AVE; Linha inferior: animal tratado (Gergelim), 1 dia após AVE. Setas: 
apontam para células NeuN+; Asterisco (*): local de injeção de ET-1; CC: Corpo Caloso; ST: Estriado; 
VL: Ventrículo lateral. Barra de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.); (C, F) 400 µm. 
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Figura 32: Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação para neurônios mostrando 
que o AVE isquêmico no Estriado (ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz perda neuronal e 
imunomarcação positiva com anticorpo anti-NeuN. Linha superior: animal controle (Tween), 1 dia após 
AVE; Linha inferior: animal tratado (Gergelim), 1 dia após AVE. Setas: apontam para células NeuN+; 
Asterisco (*): local de injeção de ET-1; CC: Corpo Caloso; ST: Estriado; VL: Ventrículo lateral. Barra 

de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.); (C, F) 400 µm.  
 

 

Figura 33: Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação para neurônios mostrando 
que o AVE isquêmico no Estriado (ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz perda neuronal e 
imunomarcação positiva com anticorpo anti-NeuN. Linha superior: animal controle (Tween), 1 dia após 
AVE; Linha inferior: animal tratado (Gergelim), 1 dia após AVE. Setas: apontam para células NeuN+; 
Asterisco (*): local de injeção de ET-1; CC: Corpo Caloso; ST: Estriado; VL: Ventrículo lateral. Barra 
de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.);(C,F) 400 µm. 
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Figura 34: Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação para neurônios mostrando 
que o AVE isquêmico no Estriado (ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz perda neuronal e 
imunomarcação positiva com anticorpo anti-NeuN. Linha superior: animal controle (Tween), 7 dias 
após AVE; Linha inferior: animal tratado (Gergelim), 7 dias após AVE. Setas: apontam para células 
NeuN+; Asterisco (*): local de injeção de ET-1; CC: Corpo Caloso; ST: Estriado; VL: Ventrículo lateral. 
Barra de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.) ;(C, F) 400 µm.  
 
 

Figura 35: Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação para neurônios mostrando 
que o AVE isquêmico no Estriado (ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz perda neuronal e 
imunomarcação positiva com anticorpo anti-NeuN. Linha superior: animal controle (Tween), 7 dias 
após AVE; Linha inferior: animal tratado (Gergelim), 7 dias após AVE. Setas: apontam para células 
NeuN+; Asterisco (*): local de injeção de ET-1; CC: Corpo Caloso; ST: Estriado; VL: Ventrículo lateral. 
Barra de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.); (C, F)400 µm.  
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Figura 36: Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação para neurônios mostrando 
que o AVE isquêmico no Estriado (ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz perda neuronal e 
imunomarcação positiva com anticorpo anti-NeuN. Linha superior: animal controle (Tween), 7 dias 
após AVE; Linha inferior: animal tratado (Gergelim), 7 dias após AVE. Setas: apontam para células 
NeuN+; Asterisco (*): local de injeção de ET-1; CC: Corpo Caloso; ST: Estriado; VL: Ventrículo lateral. 
Barra de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.); (C, F) 400 µm. 

 

Figura 37: Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação para neurônios mostrando 
strando que o AVE isquêmico no Estriado (ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz perda neuronal 
e imunomarcação positiva com anticorpo anti-NeuN. Linha superior: animal controle (Tween), 7 dias 
após AVE; Linha inferior: animal tratado (Gergelim), 7 dias após AVE. Setas: apontam para células 
NeuN+; Asterisco (*): local de injeção de ET-1; CC: Corpo Caloso; ST: Estriado; VL: Ventrículo lateral. 
Barra de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.); (C, F) 400 µm. 
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Figura 38: Análise quantitativa de neurônios (NeuN+/campo) imunomarcados na área isquêmica após 
injeção de endotelina-1 (ET-1). Controle: grupo isquêmico tratado apenas com Tween 5%; Tratado: 
grupo isquêmico tratado apenas com extrato de gergelim 75mg/2x dia; (p<0,05).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 39: Análise quantitativa de neurônios (NeuN+/campo) imunomarcados na área isquêmica após 
injeção de endotelina-1 (ET-1). Controle: grupo isquêmico tratado apenas com Tween 5%; Tratado: 
grupo isquêmico tratado apenas com extrato de gergelim 75mg/2x dia; (p<0,01). 
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Figura 40: Análise quantitativa de neurônios (NeuN+/campo) imunomarcados no centro da área 
isquêmica após injeção de endotelina-1 (ET-1). Controle: grupo isquêmico tratado apenas com Tween 
5%; Tratado: grupo isquêmico tratado apenas com extrato de gergelim 75mg/2x dia; (p<0,01).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 41: Análise quantitativa de neurônios (NeuN+/campo) imunomarcados no centro da área 
isquêmica após injeção de endotelina-1 (ET-1). Controle: grupo isquêmico tratado apenas com Tween 
5%; Tratado: grupo isquêmico tratado apenas com extrato de gergelim 75mg/2x dia; (p<0,01). 
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Figura 31a: Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação para neurônios mostrando 
que o AVE isquêmico no Estriado (ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz perda neuronal e 
imunomarcação positiva com anticorpo anti-NeuN. (a) e (d) ênfase para preservação de neurônios na 
periferia; (c) e (f) ênfase para preservação de neurônios no centro da lesão; Linha superior: animal 
controle (Tween), 1 dia após AVE; Linha inferior: animal tratado (Gergelim), 1 dia após AVE. Setas: 
apontam para células NeuN+; Asterisco (*): local de injeção de ET-1; CC: Corpo Caloso; ST: Estriado; 
VL: Ventrículo lateral. Barra de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.); (C, F) 400 µm. 
 
 

Figura 36 a: Imagens de amostras de tecidos cerebrais com imunomarcação para neurônios mostrando 
que o AVE isquêmico no Estriado (ST) após injeção de endotelina-1(ET-1) induz perda neuronal e 
imunomarcação positiva com anticorpo anti-NeuN. (a) e (d) ênfase para preservação de neurônios na 
periferia; (c) e (f) ênfase para preservação de neurônios no centro da lesão; Linha superior: animal 
controle (Tween), 7 dias após AVE; Linha inferior: animal tratado (Gergelim), 7 dias após AVE. Setas: 
apontam para células NeuN+; Asterisco (*): local de injeção de ET-1; CC: Corpo Caloso; ST: Estriado; 
VL: Ventrículo lateral. Barra de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.); (C,F) 400 µm. 
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3.5. Histopatologia do Rim e Fígado de Animais Isquêmicos tratados com Tween a 

5% e com Extrato de Gergelim Preto. 

 
 Secções histológicas de rim e fígado com espessuras de 5-6 µm foram coradas 

por métodos de coloração de rotina e/ou histoquímicos para a identificação de 

possíveis alterações estruturas em células que constituem o tecido desses órgãos. 

 Áreas danificadas, em algumas secções, foram identificadas como artefatos de 

técnicas, comuns em métodos histológicos. Em secções de fígado de animais controle 

e tratados corados por Hematoxilina- Eosina (HE) ou Tricrômico de Gomori (TG) os 

Hepatócitos e elementos do espaço porta (EEP) não mostraram alterações 

morfológicas (Figuras 42, 43 e 46). Em secções de rim corados pelos mesmos 

métodos, também não foram evidenciadas alterações morfologias em estruturas 

importantes ao funcionamento desse órgão - túbulos contorcidos proximais e distais, 

glomérulos renais e capsulas de Bowman (Figuras 44 e 45).   

O método de Reativo de Shiff (P.A.S) mostrou integridade da membrana basal 

nas estruturas dos túbulos contorcidos e glomérulos renais (córtex renal) em animais 

tratados e controles em todos os tempos de sobrevida (Figuras 47 e 48). A ausência 

de lesões hepáticas e renais sugere que ESGP não apresenta substâncias prejudicais 

para esses órgãos. 
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Figura 42: Imagens de amostras de tecidos de fígados corados com Tricrômico de Gomori (TG) 
mostrando estruturas internas desse órgão, aparentemente sem alterações após 24 horas de 
tratamento. Linha superior: amostra de fígado de animal controle (Tween); Linha inferior: amostra de 
fígado de animal tratado (Gergelim). Setas: apontam para hepatócitos; VCL: Veia centrolobular; HEP: 
hepatócitos. Barra de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.); (C, F) 400 µm. 

 

Figura 43: Imagens de amostras de tecidos de fígados corados com Hematoxilina e Eosina (HE) 
mostrando estruturas internas desse órgão aparentemente sem alterações após 24 horas de 
tratamento. Linha superior: amostra de fígado de animal controle (Tween); Linha inferior: amostra de 
fígado de animal tratado (Gergelim). Setas: apontam para hepatócitos; VCL: Veia centrolobular; Hep: 
hepatócitos. Barra de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, F.); 400 µm. 
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Figura 44: Imagens de amostras de tecidos de rins corados com Hematoxilina e Eosina (HE) mostrando 
estruturas internas desse órgão aparentemente sem alterações após 24 horas de tratamento. Linha 
superior: amostra de rim de animal controle (Tween); Linha inferior: amostra de rim de animal tratado 
(Gergelim). Setas: apontam para glomérulos renais; Glr: Glomérulo Renal; Tr: Túbulo Renal. Barra de 
escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.); (C, F) 400 µm.  
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Figura 45: Imagens de amostras de tecidos de rins corados com Tricrômico de Gomori (TG) mostrando 
estruturas internas desse órgão aparentemente sem alterações após 24 horas de tratamento. Linha 
superior: amostra de fígado de animal controle (Tween); Linha inferior: amostra de fígado de animal 
tratado (Gergelim). Setas: apontam para Glomérulos Renais; Glr: Glomérulo Renal; Tcp: Túbulos 
Renais. Barra de escala: 50 µm (A, C); 400 µm (B, D). 
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Figura 46: Imagens de amostras de tecidos de fígado corados com Hematoxilina /Eosina (HE) e 
Tricrômico de Gomori (TG) mostrando estruturas internas desse órgão aparentemente sem alterações 
após 7 dias de tratamento. Linha superior: amostra de fígado de animal controle (Tween); Linha 
inferior: amostra de fígado de animal tratado (Gergelim). Setas: apontam para hepatócitos; VCL: Veia 
centrolobular; HEP: hepatócitos; EEP: elementos do espaço porta. Barra de escala: 50 µm (A, D); 400 
µm (B, E). 
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Figura 47: Imagens de amostras de tecidos de rins corados com P.A.S (Reativo de Shiff) mostrando 
estruturas internas desse órgão aparentemente sem alterações após 7 dias de tratamento. Linha 
superior: amostra de rim de animal controle (Tween); Linha inferior: amostra de rim de animal tratado 
(Gergelim). Setas: apontam para Túbulos renais; Tcp: túbulos contorcidos proximais; Glr: Glomérulo 
renal. Barra de escala: 100 µm (A, C); 400 µm (B, D). 
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Figura 48: Imagens de amostras de tecidos de rins corados com P.A.S (Reativo de Shiff) mostrando 
estruturas internas desse órgão aparentemente sem alterações após 24 horas de tratamento. Linha 
superior: amostra de rim de animal controle (Tween); Linha inferior: amostra de rim de animal tratado 
(Gergelim). Setas: apontam para Glomérulos renais; Tr: Túbulos renais; Glr: Glomérulo renal. Barra 
de escala: 50 µm (A, D); 100 µm (B, E.); (C, F) 400 µm. 
 
 
3.6. Índice de Acidez do Extrato de Gergelim Preto (Sesamum indicum L). 
 

O extrato supercrítico de gergelim preto (Sesamum indicum L) foi submetido ao 

método oficial Ca 5a-40 da American Oil Chemists' Society (AOCS, 2014) para 

verificação do índice de acidez. O resultado revelou a presença de ácidos graxos 

saturados (SFAs) - palmíticos (C16: 0), [35,81 %] e láurico (C12: 0), [27,98%].  

A maior concentração identificada na amostra foi de ácido palmítico (C16: 0) 

[35,81 %]. Os resultados mostram, em porcentagem de ácidos graxos livres (% FFA), 

baixa acidez do extrato testado. 

 
 
3.7. Avaliação Citotóxica do Extrato de Gergelim Preto (Sesamum indicum L) por 

Comparação Segundo o Tempo de Exposição. 

  
  A caracterização da citotoxicidade in vitro é um procedimento importante à 

avaliação biológica de compostos e/ou produtos na análise inicial da 

biocompatibilidade e posterior utilização sem danos à saúde. Através da exposição de 

uma cultura celular a determinado biomaterial de interesse é possível caracterizar 

reações adversas de citotoxicidade resultantes da composição do biomaterial testado.   
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  O extrato supercrítico de gergelim (Sesamum indicum L.) foi testado em ensaio 

de citotoxicidade por contato direto com amostras sanguíneas, segundo Masson e 

Lombello (2016). Em apenas uma concentração do extrato foi verificada hemólise 

parcial (7.28%). A hemólise completa foi demonstrada por 0.2% (v/v) de Triton X-100 

como controle positivo e não foi evidenciada hemólise por PBS (concentração) como 

controle negativo (Figura 49; Tabela 2). 

 Resultado que sugere uma condição de mínima agressividade e/ou alteração 

na função sanguínea ocasionada pelo ESGP utilizado em nosso estudo.  

 

Tabela 2: Propriedade hemolítica do extrato supercrítico de gergelim (Sesamum 

indicum) 

 

Amostra Percentual de hemólise de hemácias 

Concentrações de compostos (mg/L) 

250 500 1000 2000 

Gergelim 

(Sesamum 

indicum L) 

0 3.53 3.64 7.28 
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Figura 49: Avaliação Citotóxica do Extrato de Gergelim Preto (Sesamum indicum L). Tabela de valores 
de concentrações do extrato x tempo e percentual de hemólise.  Distribuição em placas e tubo de 
ensaios de amostras: controle (-) e controle (+).  
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4. DISCUSSÃO 
 
 Em média, a cada 40 segundos, alguém sofre um AVE, o que demonstra 

drasticamente a frequência dessa doença devastadora (MOZAFFARIAN et al.; 2016). 

AVE é causado na grande maioria dos casos por oclusão de uma artéria cerebral 

(OACM), ocasionando a obstrução do fornecimento sanguíneo em determinada região 

encefálica e, em alguns momentos, o rompimento do vaso sanguíneo causa 

hemorragia grave na área de lesão, sendo a extensão da área atingida dependente 

da duração do evento (VAGNEROVA; KOERNER; HURN, 2008; MOZAFFARIAN et 

al.; 2016).  

 À obtenção do AVE isquêmico focal, adotou-se um modelo experimental por 

injeção de endotelina-1 (ET-1), no encéfalo de ratos adultos, que tem proporcionado 

um amplo espectro de manifestações que mimetizam um AVE em humanos. Nessa 

abordagem, muitos aspectos da fisiopatologia foram identificados por métodos 

histoquímicos e imuno-histoquímicos como relado por Liddelow e colaboradores 

(2017) e por Clemens (2017). Igualmente, outras características da lesão isquêmica 

como a área de penumbra, o núcleo isquêmico e o infiltrado de células foram 

ratificados utilizando microscopia óptica, tendo como um ponto de orientação o local 

de injeção do peptídeo ET-1 diluído juntamente com o pigmento azul de colanil, 

conforme demonstrado em trabalhos de Guimarães e colaboradores (2012). 

 A isquemia foi executada em ratos machos jovens e consanguíneos, saudáveis 

e alojados em condições livres de patógeno segundo os trabalhos de Dirnagl (2016). 

Essa condição não impediu a redução na variabilidade da lesão isquêmica e, 

tampouco, invalidou a investigação a respeito da fisiopatologia do AVE associado ao 

tratamento com extrato supercrítico de gergelim preto (ESGP) em ratos de linhagem 

consanguínea. Outrossim, as diferentes lesões isquêmicas observadas ratificam a 

discrepância entre a realidade do AVE em humanos e aqueles obtidos em modelos 

experimentais com roedores, uma vez que, em humanos, os eventos isquêmicos 

preferencialmente ocorrem em pacientes idosos e, em ambos os sexos, 

frequentemente com comorbidades que requerem múltiplos medicamentos com 

diversas interações no organismo como comentado em trabalhos de Roger e 

colaboradores (2011). 

Yanagisawa (1998) verificou um mínimo refluxo do fármaco ET-1 no período de 

estabelecimento da lesão isquêmica. Neste estudo, a propriedade vasoconstritora da 
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ET-1, injetada estereotaxicamente ao parênquima cerebral dos animais que 

compunham os grupos experimentais garantiu o aparecimento de uma área de lesão 

no estriado. O quadro isquêmico instalado ocasionou alterações comportamentais nos 

animais: i) dificuldades de marcha- déficits motores ; ii) desorientações e dificuldades 

em relacionar pontos em campo aberto (déficits cognitivos) semelhante ao verificado 

nos trabalhos de Yew e colaboradores (2019) relativa a uma abordagem 

comportamental que não foi intensamente explorada, em nesso estudo,  em virtude 

da dificuldade que obtivemos na estruturação e montagem de um espaço adequado 

à investigação desses déficits após AVE. Entretanto, mostrou-se útil em ratificar a 

concentração usada do peptídeo ET-1 à formação dos grupos investigados, e também 

compatível para mimetizar certos aspectos evidenciados no AVE em humanos. 

Essas observações corroboraram à simulação de AVE e à execução de 

estudos de longos prazos. Neste estudo uma verificação histopatológica nos tempos 

de 24 horas e 7 dias após lesão isquêmica foi estabelecida, e foram investigados: (i) 

os efeitos do tratamento por via intraperitoneal com extrato supercrítico de gergelim 

preto (Sesamum indicum L) (ESGP) sobre o padrão da lesão isquêmica, a infiltração 

de células polimorfonucleares, a distribuição e ativação de células gliais (micróglias e 

astrócitos) e a perda neuronal na região lesionada; (ii) os danos da dose (mg/kg) 

injetada do extrato sobre os rins e fígado; iii) a ação citotóxica do ESGP em hemácias 

sanguíneas e sua composição acídica para uso biológico. 

Nesse sentido, em todos os grupos experimentais foram observadas 

diferenças no formato e tamanho da lesão isquêmica após injeção de 80pMol de 

endotelina-1, uma verificação compatível aos resultados encontrados nos trabalhos 

de Cotrina e colaboradores (2017) que investigaram a progressão da lesão isquêmica 

em roedores, mas em diferentes tempos de sobrevida. Essa diferença pareceu ser 

consequência do método de injeção adotado, realizado com auxílio de micropipetas 

de vidro acopladas em sondas de polietileno conectadas a seringas de 5ml e/ou 

resultante da distribuição desse fármaco no tecido cerebral. Vários trabalhos que 

utilizaram a endotelina-1 para obtenção e estudo da fisiopatologia da lesão isquêmica 

mostraram distintos formatos de lesão na área de injeção, mesmo quando uma 

seringa de Hamilton e aparelho regulador de tempo de injeção e concentração do 

peptídeo foram utilizados (CLEMENS, 2017).  
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As diferenças no formato e tamanho da lesão impossibilitaram uma melhor 

avaliação a respeito dos efeitos do extrato supercrítico de gergelim preto sobre a 

redução e/ou recuperação tecidual na área lesionada. Todavia, uma abordagem em 

relação a infiltração e distribuição das células inflamatórias no ambiente isquêmico 

pôde ser bem elucidada. Trabalhos de Dos Santos e colaboradores (2007) e 

Vagnerova e colaboradores (2008) demonstraram infiltrados efetivos de células 

inflamatórias na área de lesão; um evento que foi observado, neste estudo, no centro 

e periferia, em ambos os grupos experimentais. A abordagem qualitativa feita por 

microscopia óptica, em ambos os grupos experimentais, como verificado em trabalhos 

de Choi e colaboradores (2018), revelou uma densidade de células 

polimorfonucleares com distribuições distintas -  um menor numero dessas células foi 

verificado nos animais tratados nos tempos de 24 horas e 7 dias após isquemia.  

Trabalhos de Shahidi e colaboradores (2006) comprovam a presença de 

compostos antioxidantes no gergelim preto capazes de doar hidrogênio e neutralizar 

o excesso de radicais livres presentes na área isquemia e que são essências a 

ativação de vias relacionadas às respostas inflamatórias e/ou à morte de neurônios 

no parênquima cerebral lesionado. Nesse sentido, o resultado qualitativo verificado 

após o tratamento com o ESGP se justifica pela presença de compostos e/ou 

componentes químicos com grupos funcionais que influenciem nas vias relacionadas 

às respostas inflamatórias durante o AVE.         

Essas respostas celulares ocasionadas no processo de inflamação progridem 

em regiões próximas e/ou distantes da lesão (SHENBIN et al., 2020). Nesta 

investigação, no centro (núcleo isquêmico) e periferia da lesão (penumbra isquêmica), 

correspondentes a áreas de intensa atividade celular, foram efetuadas marcações por 

imuno-histoquímica especificas para células microgliais - células residentes no SNC e 

que desempenham funções importantes após AVE (NEUMANN et al., 2016; SHENBIN 

et al., 2020). As marcações revelaram intensa densidade de células microgliais no 

centro e periferia da lesão, com essas células apresentando morfologia diferente 

daquelas adquiridas no estado quiescente. A utilização do anticorpo CD68 foi 

determinante para identificar micróglias na área lesionada, ratificando a resposta 

imune após AVE de acordo com os trabalhos de Schwartz e colaboradores (2001). 

Diversos trabalhos que investigam a resposta inflamatória após AVE 

relacionam os resultados da quantificação das células inflamatórias no ambiente 
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isquêmico à ativação de vias moleculares nesse local. Essas abordagens quantitativas 

servem para avaliar prováveis efeitos benéficos e/ou prejudiciais ocasionados por 

fármacos sintéticos (alopáticos) e/ou extrato de plantas com potencial farmacológico, 

já descrito na literatura cientifica e que possam servir como possíveis terapêuticas 

para diversas neuropatologias agudas e crônicas (Xu et al., 2021). Nesse sentido, 

foram realizadas as contagens dessas células ativas (micróglias/macrófagos) na área 

lesionada, em ambos os grupos investigados - os tratados com Tween 5% e os que 

receberam 150mg/kg de extrato supercrítico de gergelim preto. As contagens, os 

resultados estatísticos e as plotagens dos gráficos revelaram um menor número de 

células ED1+ (CD68+) nas secções imunomarcadas com anti-ED1 e oriundas dos 

animais tratados com extrato supercrítico de gergelim preto, o que pode ser atribuído 

a presença de compostos químicos no ESGP e com grupamentos funcionais de 

propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias como relatado em Jamarkattel-Pandit 

(2010). Em trabalhos de Shen e colaboradores (2004) com redução de oxigênio e 

glicose (OGD), uma condição “in vitro” com células neurais e que mimetiza a isquemia 

no tecido cerebral, a produção de espécies reativas de oxigênio (ERO), a liberação do 

glutamato e citocinas inflamatórias foi evidenciada. Song e colaboradores (2006) 

relataram que eliminadores de radicais e compostos antioxidantes podem proteger 

células neurais contra danos induzidos pela isquemia. Moazzami, Andersson, 

Kammal-Eldin (2006) e Jeong e colaboradores (2004) relataram que glicosídeos de 

lignana, glicosídeos de sesaminol e outros compostos fenólicos – ácido p-

hidroxibenzoico, ácido p-cumárico, ácido vanílico foram identificados e relatados como 

antioxidantes, anti-inflamatórios, com efeitos protetores em relação à morte celular 

induzida por ERO. Outros compostos, como o sesaminol e glicosídeo de sesaminol, 

isolados de sementes de sesamum desengorduradas (DSE), também foram relatados 

como tendo antioxidantes, efeitos anti-inflamatórios e protetores em modelos de 

doença de Alzheimer (DA) (KIM et al., 2003; LEE et al., 2005; LEE et al., 2006), 

resultados que possuem certa correlação quanto a possível ação de um efeito anti-

inflamatório do ESGP em mecanismos que exacerbam a lesão isquêmica.   

Em estudos de Shenbin e colaboradores (2020) foram bem investigados os 

papéis prejudiciais do fenótipo microglial M1 no ambiente isquêmico - um fenótipo que 

sinaliza para ativação de vias pró-inflamatórias e que contribuem à exacerbação da 

lesão durante a progressão de evento isquêmico. Nesta investigação, a diminuição na 
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densidade de células ED1+ sugere que compostos no ESGP podem estar 

influenciando em vias que modulam essas células. Hu e colaboradores (2012) tem 

apresentado o fenótipo microglial M2 como benéfico durante o evento isquêmico. A 

ativação dessas células imunes residentes do SNC é acompanhada de mudanças 

fenotípicas das mesmas no ambiente isquêmico (JIANG et al., 2020) - podendo ser 

classificadas como um tipo pró-inflamatório ou anti-inflamatório, a saber: fenótipo M1 

ou M2, um processo denominado de polarização, com características temporais que 

mudam dinamicamente durante evento patológico do AVE (HU et al., 2012; 

RANSOHOFF, 2016). É geralmente aceito que na fase aguda do AVE, a proliferação 

e ativação da micróglia causam uma forte reação inflamatória que é prejudicial para o 

SNC, mas mesmo na fase aguda e/ou crônica essas células podem produzir uma 

variedade de citocinas que contribuem à sobrevivência e reparo neuronal 

(LALANCETTE-HEBERT et al., 2007). As micróglias têm interações extensas com 

outras células do SNC ratificando sua importância e complexidade na patogênese do 

AVE, mas independente de qual mecanismo pode estar sendo modulado pelo 

tratamento com ESGP, após isquemia focal por ET-1, parece evidente, que 

compostos fenólicos e fitatos identificados em trabalhos de KIM e colaboradores 

(2016), CHEN e colaboradores (2017) e com efeito amplamente redutor, pode estar 

presente no ESGP - o que contribuiria para a inativação de agentes oxidantes 

produzidos durante a progressão isquemica.  

Nas primeiras horas após AVE, um outro tipo de célula glial, os astrócitos, tem 

sua atividade, no ambiente isquêmico, bastante modificada (BYLICKY; MUELLER; 

DAY, 2018). Alterações nessas células podem ser observadas como um marcador de 

resposta celular ao AVE, sendo a passagem do seu estado não ativado ao ativado 

associado a uma forte expressão da proteína acídica fibrilar glial (GFAP) (PEKNY; 

NILSSON, 2005). Vários autores relatam que no tecido cerebral lesionado a GFAP 

funciona como marcador de um processo inflamatório. Neste estudo, a marcação por 

imuno-histoquímica com anti-GFAP mostrou elevada reatividade de astrócitos na área 

lesionada, achados que estão de acordo com trabalhos Herrmann e colaboradores 

(2003) que relataram intensa reatividade dessas células após AVE em ratos. Nos 

grupos experimentais investigados a reatividade astrocitária foi evidenciada ao redor 

(região de penumbra isquêmica) e centro de lesão (núcleo isquêmico), uma 

distribuição que está de acordo com Overman e colaboradores (2012), embora no 
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centro de lesão, em animais tratados com ESGP, a astrogliose foi menor. Evidenciou-

se a preservação dessas células em algumas áreas, sugerindo que o ESGP pode 

influenciar na atividade de astrócitos, o que pode ser benéfico à sobrevivência e reparo 

neuronal. Recentemente, trabalhos de Liddelow e colaboradores (2017) mostraram 

que essas células podem ser moduladas em dois tipos, os astrócitos A1 e A2; no 

ambiente isquêmico, ambos, têm suas atividades - benéficas e/ou prejudiciais - 

modeladas por células microgliais. Astrócitos A1 adquirem papel semelhante ao 

fenótipo microglial M1, com ação prejudicial no ambiente isquêmico, o que pode 

resultar em mais perda de neurônios. Astrócitos A1 regulam positivamente muitos 

genes clássicos da cascata de complemento, mostrando-se como destrutivos para as 

sinapses, ratificando que astrócitos A1 podem ser prejudiciais (LIDDELOW et al., 

2017). Entretanto, astrócitos A2 regulam positivamente fatores neurotróficos, 

condicionando-os como protetores. Essa modulação tem fornecido evidência de que 

astrócitos reativos induzidos por AVE promovem a recuperação e reparo do SNC 

(LIDDELOW et al., 2017; SHENBIN et al., 2020).  

A quantificação dessas células na área de lesão e a análise dos gráficos 

estatísticos obtidos, mostraram uma diferença significativa entre as células GFAP+ 

nos grupos que receberam doses 150 mg/kg de ESGP em relação àqueles onde o 

tratamento foi realizado com a solução Tween a 5%. Em relação ao ESGP, os 

resultados sugerem que pode haver compostos com propriedades redutoras e que 

influenciam em vias moleculares envolvidas na modulação de astrócitos. A presença 

de um componente no ESGP que possa modular a atividade dessas células e/ou que 

seja sequestrante de ERO, torna-se relevante e, por conseguinte, apresenta-se como 

um importante componente para isolamento e uso em futuras investigações em 

terapia celular, visando o tratamento de doenças do SNC, uma vez que há poucos 

estudos e testes envolvendo a utilização desse tipo de extrato.  

Neste estudo, evidenciou-se bastante astrócitos em alguns grupos de animais 

lesionados e tratados com gergelim, porém não é possível relatar qual tipo A1 ou A2 

tem predominância no local. Contudo, como essas células são influenciadas pela 

atividade microglial, em resposta a isquemia, o resultado obtido possibilita, em 

estudos subsequentes, novas investigações com ênfase na ação desse extrato em 

vias moleculares envolvidas na modulação de astrócitos após AVE e na lesão da 

medula espinhal (LME), uma neuropatologia que acomete muitos indivíduos 
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(SHENBIN et al., 2020), bem como em outras doenças do SNC que ocasionam 

ativação e modulação fenotípica de outras células. Nesse sentido, a atividade de 

astrócitos no centro de lesão, evidenciada no estudo, em animais tratados com 

extrato, pode sugerir um prognostico benéfico, uma vez que a atividade microglial foi 

menor no grupo em questão. Entretanto, não se pode descartar uma ação prejudicial 

dessas células, em virtude da não realização de ensaios moleculares que suprimem 

a atividade microglial e identifique a expressão de proteínas relacionadas a atividade 

de astrócitos A2. 

Concomitante a ação de células gliais (astrócitos e micróglias) se evidencia, 

nos resultados obtidos, uma perda de neurônios na área de lesão. A morte de 

neurônios, após isquemia focal, foi bastante investigada em trabalhos de Du et al. 

(2004), Mccullough et al. (2005), Renolleau et al. (2007) que sugeriram o envolvimento 

de vias bioquímicas na sinalização e ativação dos mecanismos de morte celular 

durante o AVE. Em nosso estudo, uma perda neuronal foi bem evidente nos períodos 

pós-isquemia investigados sugerindo ativivação de vias de morte neuronal segundo 

Mccullough e colaboradores 2005. Outrossim, Mohd M Khan e colaboradores (2010) 

relatam que o estresse oxidativo (EO) causado por um desequilíbrio entre a produção 

de oxigênio reativo e a capacidade do sistema biológico de inativar os intermediários 

reativos ou reparar os danos resultantes durante o AVE colaboram à perda neuronal. 

Condição que se correlaciona aos nossos achados, uma vez que na abordagem 

quantitativa foi revelado uma diferença significativa na preservação de neurônios em 

secções imunomarcadas e oriundas dos animais que receberam o tratamento ESGP. 

Em estudos de Kiso (2004), alterações no estado normal do meio redox pode 

ocasionar efeitos tóxicos pela produção de peróxidos e radicais livres (RL), que 

causam danos oxidativos em uma variedade de alvos moleculares e celulares levando 

à necrose e/ou apoptose. Os benefícios de vários antioxidantes e eliminadores de 

radicais livres no ambiente isquêmico tem sido demonstrado em uma série de estudos, 

muitos deles incluindo proteínas, DNA, lipídios, mitocôndrias e estruturas de 

membrana (YOUSUF et al., 2009). Nesse contexto, a menor perda neuronal 

evidenciada nos animais isquêmicos que receberam o tratamento com ESGP pode 

estar relacionada a compostos antioxidantes existentes na matriz do extrato, condição 

bem estabelecida em estudos de Xu e colaboradores em outros extratos (2021).  
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 Broughton, Reutens, Souben (2009) relatam que as vias de sinalização 

apoptótica e anti-apoptótica são ativadas após AVE e que mudanças no equilíbrio 

entre fatores proteicos, pró e anti-apoptótica à expressão de proteínas que promovam 

a morte celular funcionam como um mecanismo subjacente a esse processo. Em 

modelos experimentais são investigadas as vias de sinalização que desencadeiam a 

cascata de morte celular, muitas delas envolvem a ativação de p53 e caspase-3. Em 

trabalhos de Ji e colaboradores (2007) a inibição da expressão da p53 e caspase-3 

reduziram a lesão isquêmica. Conforme os trabalhos de Lang, McCullough (2008) e 

McCullough e colaboradores (2005), as vias de morte neuronal são dependentes da 

enzima oxido nítrico sintase neuronal (nNOS), da enzima poli (ADP) ribose polimerase 

(PARP), da citocromo C e da ativação de caspases. Independente da via 

desencadeadora da perda neuronal, a constatação, neste estudo, de neurônios 

íntegros próximos ao centro de lesão, onde a viabilidade dessas células é improvável, 

ratifica uma neuroproteção que pode estar correlacionada aos efeitos do tratamento 

com ESGP nas vias de morte celular e na modulação de células gliais.  Essa 

investigação molecular não foi executada nesse estudo, mas, os resultados 

qualitativos e quantitativos alcançados com anti-NeuN, anti-ED1 e anti-GFAP são 

relevantes em estudos subsequentes, pois a avaliação dos déficits motores e 

cognitivos tanto em modelos experimentais de AVE como na clínica médica, em 

humanos, estão relacionados a perda de neurônios e a modulação de células gliais 

no local de lesão. 

Fármacos sintéticos (alopáticos) e/ou compostos fitoquímicos têm 

proporcionado grandes benefícios à clínica médica, eliminando e/ou reduzindo, em 

alguns casos, os sintomas prejudiciais ao indivíduo acometido por doenças do SNC e 

periférico. Entretanto, o longo período de utilização de fármacos pode ocasionar danos 

em órgão vitais alterando a homeostase do organismo (HUANG et al., 2019). Neste 

estudo, a análise histopatológica de rim e fígado de animais isquêmicos tratados com 

solução Tween 5% e com o ESGP foi executada em secções histológicas de 5 µm de 

espessura de acordo com o protocolo de Lillie e colaboradores (1965). Os métodos 

de coloração de rotina e histoquímicos utilizados foram eficientes à visualização das 

estruturas e células nos órgãos investigados, conferindo um diagnóstico seguro 

conforme demonstrado em Finn (1987). Áreas danificadas foram excluídas do 

diagnóstico e receberam a identificação de artefato de técnica, segundo Kiernan 
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(1990). No fígado, os hepatócitos, a veia centro lobular e os elementos do espaço 

porta foram bem visualizados, não sendo evidenciado nenhuma alteração 

significativa, um padrão histopatológico semelhante aos resultados encontrados nos 

trabalhos de Finn (1987). Nos rins, os glomérulos renais, os túbulos contorcidos 

proximais e distais, a cápsula de Bowman e outras áreas não apresentaram danos 

significativos em sua morfologia, sugerindo que o ESGP, em tempos agudos após 

AVE experimental, além de indicar uma modulação nas respostas das células 

inflamatórias no ambiente isquêmico, não ocasionaram danos nesses órgãos 

essenciais. Poucas diferenças nos diagnósticos histopatológicos foram notadas 

nesses órgãos, em animais controles e tratados. O método de reativo de Shiff (P.A.S) 

(LILLIE, 1965) foi eficiente à visualização da membrana basal nos glomérulos renais, 

ratificando a ausência de lesão nessa estrutura. 

 Em estudos realizados por Yoshikawa e colaboradores (2008), 300µg de Rb1 

(Ginsenoside) - composto presente no Ginsen - administrado por via intravenosa, uma 

vez por dia e 7 dias antes da embolização, ocasionou uma reação positiva após várias 

medições fisiológicas, sugerindo recuperação em tempos precoce e tardios de 

primatas não-humanos com AVE experimental. Similarmente, em um modelo de 

hemorragia subaracnóidea em ratos, Li e colaboradores (2011) demonstraram que a 

administração de 20mg de RB1 por via intravenosa (i.v) diminui o edema e mostrou 

histologicamente a redução do lúmen da artéria basilar sugerindo melhora do estado 

hemorrágico. Neste trabalho, a administração intraperitoneal (i.p) de 150mg/kg de 

ESGP em ratos isquêmicos não foi prejudicial aos rins e fígado, demonstrando uma 

recuperação positiva em tempos precoce e tardios, semelhante aos trabalhos de 

Yoshikawa e colaboradores (2008) em primatas não-humanos.  

O uso de ESGP pretendeu alcançar a melhoria das complicações resultantes 

do estado isquêmico, bem como investigar possíveis danos em órgãos essenciais. 

Nesse sentido, ensaios de biocompatibilidade realizados para avaliar a citotoxicidade 

celular foram conduzidos, segundo trabalhos de Masson, Lombello (2016) e Cruz e 

colaboradores (1998).  A resposta ao ensaio evidenciou aspectos de hemólise parcial 

e completa, revelando não haver presença e severidade de efeitos citotóxicos. O baixo 

índice de hemólise observado - hemólise parcial (7.28%) após testagem com ESGP- 

ratifica o uso do ESGP, em outras concentrações, em modelos experimentais de 

doenças agudas e crônicas do SNC.  
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Segundo estudos realizados no Instituto Adolfo Lutz (2008) o índice de acidez 

revela o estado de conservação do óleo, ao ponto de torná-lo impróprio ao uso. A 

liberação de próton hidrogênio (H+) é prejudicial a homeostase do meio intracelular, o 

que pode limitar o uso de substâncias de caráter ácido em estudos biológicos.  Nesta 

abordagem, antes da utilização do ESGP no tratamento de AVE experimental, a 

submissão do extrato ao método oficial Ca 5a-40 da American Oil Chemists' Society 

(AOCS, 2014), para verificação do índice de acidez, revelou a presença de ácidos 

graxos saturados (SFAs) - palmíticos (C16: 0) e láurico (C12: 0)- próximos ao 

resultado obtido por Corso (2008) na extração de óleo de sementes de gergelim, 

empregando os solventes dióxido de carbono e n-propano pressurizado, bem como 

aos de Botelho e colaboradores (2014) com o método de extração por dióxido de 

carbono em estado supercrítico- SFAs, palmíticos (C16: 0) e esteárico (C18: 0) e poli-

insaturados (PUFAs) ácido linoleico (C18: 2) e linolênico (C18: 3).  Em porcentagem 

de ácidos graxos livres (% FFA), uma baixa acidez do extrato pode ser referida. Uma 

característica que possibilita o uso em ouros ensaios “in situ” e “in vivo”. 

Em relação ao exposto acima, a fisiopatologia do AVE é um processo complexo 

e os novos estudos propõem a investigação, no ambiente lesionado, dos vários 

mecanismos bioquímicos que estão além de simples dano tecidual. 

Consequentemente, a reação inflamatória que ocorre após a lesão neuronal 

desempenha um papel importante, sendo excepcionalmente elaborada, com 

respostas pró-inflamatórias multifásicas, que estimula a produção de radicais livres e 

espécies reativas de oxigênios (ERO) provocando estresse oxidativo e ativação de 

células endoteliais.  

 No contexto isquêmico, esses compostos danificam diretamente a estrutura 

vascular e iniciam o processo de inflamação correlacionada a resposta imune imediata 

(SUN et al., 2018). Similarmente, células gliais (astrócitos, microgliais) e leucócitos 

liberam vários agentes com ação pró-inflamatória - quimiocinas, citocinas e outras 

enzimas -  que prejudicam o parênquima cerebral. As atividades dessas células são 

bem demostradas em modelos animais, o que foi evidenciado em nosso estudo -

células gliais atuando nas áreas lesionadas e que podem ter uma função dual - útil e 

prejudicial (HU et al., 2012; GOMES-LEAL, 2019; JIANG et al., 2020; SHENBIN et al., 

2020). 
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 A ação de substâncias redutoras no ESGP que inativam vias envolvidas na 

neuroinflamação podem ser as responsáveis por influenciar essas respostas 

celulares. Entretanto, vários fatores genéticos modulam o processo de inflamação, 

beneficamente ou não, aspecto que não foi objeto de investigação neste estudo e que 

pode ser abordado em pesquisa complementar. Muitos genes são capazes de 

influenciar a natureza da isquemia cerebral e a extensão da área afetada, modificando 

o prognóstico do AVE, logo, ensaios genéticos associados aos efeitos do ESGP após 

AVE parecem ser importantes. 

 Até o presente, a neuroinflamação vem sendo o foco dos estudos em AVE, por 

ser um alvo promissor no desenvolvimento de novas estratégicas terapêuticas e, 

quando bem definidas, tornam-se um passo importante na busca de mecanismo que 

posam minimizar os déficits ao SNC do indivíduo acometido - principal objetivo desse 

trabalho.  
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5. CONCLUSÃO  
 

A injeção de 80pMOL de endotelina-1 no estriado de ratos adultos Wistar 

induziram lesões isquêmicas distintas em virtude do modo de injeção adotado e da 

própria distribuição da ET-1 no local de injeção. Entretanto, isso não impossibilitou 

uma avaliação qualitativa da lesão nos grupos experimentais adotados. O método de 

injeção por scalp venoso e micropipeta de vidro durante cirurgia estereotáxica 

produziu menor invasibilidade no processo cirúrgico e ausência de refluxo do fármaco 

injetado, ainda proporcionou melhor rendimento na formação dos grupos 

experimentais delineados - tratados e controles.  

O modo de tratamento por via intraperitoneal possibilitou mais confiabilidade 

dos volumes injetados - solução Tween 5% ou extrato supercrítico - não sendo 

verificado presença de necrose tecidual no local de injeção, bem como 

comportamentos que caracterizam estado de dor no animal manipulado. 

  O método de coloração por violeta de cresila delineou bem a área de lesão e 

foi eficiente em mostrar o infiltrado de células polimorfonucleares no local, além de 

possibilitar a verificação de uma diferença no número de células polimorfonucleares 

entre os grupos tratados e controles, investigados nos tempos de 24 horas e 7 dias, 

após a lesão isquêmica, sugerindo possíveis efeitos do ESGP no comportamento 

dessas células.  

 Os marcadores imuno-histoquímicos utilizados possibilitaram a quantificação 

de células gliais e de neurônios, no centro (núcleo isquêmico) e periferia da lesão 

(penumbra isquêmica), revelando que: i) O número de microglias/ macrófagos ED1+ 

e astrócitos reativos foram menores em animais que receberam o tratamento com o 

ESGP; ii) neurônios preservados, no centro e periferia da lesão, foram mais 

evidenciados no grupo que recebeu ESGP. Essas observações, sugerem uma 

modulação na atividade dessas células por compostos presentes na matriz do extrato.  

Associados aos resultados no SNC, o tratamento com ESGP não foi prejudicial 

aos rins e fígado, locais onde avaliações por técnicas histológicas de rotina e/ou 

histoquímicas não mostraram danos significativos nesses órgãos, demonstrando 

efeitos atóxicos do ESGP. Por sua vez, a ação citotóxica do ESGP pode ser 

considerada moderada, pois em células sanguíneas o extrato ocasionou baixo nível 

de hemólise, um bom prognóstico ao uso ESGP em modelos de doenças agudas e 
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crônica do SNC “in vivo”, ratificado pela presença de ácidos graxos insaturados e poli-

insaturados - substâncias orgânicas de baixa acidez e com poder antioxidante 

Os resultados obtidos sugerem que o estudo com ESGP, como agente anti-

inflamatório e neuroprotetor nas doenças agudas e crônicas do SNC, devem 

prosseguir com o objetivo de isolar uma substância e/ou composto, clinicamente 

viável, contra uma variedade de condições em que o dano celular no parênquima 

cerebral seja consequência do estresse oxidativo ocasionado por AVE e outras 

neuropatologias que sinalizam para respostas inflamatórias. Portanto, uma maior 

compreensão do mecanismo subjacente à neuroproteção pelo ESGP poderá fornecer 

um caminho para novas abordagens terapêuticas, com extratos supercríticos em 

modelos de AVE em animais de experimentação, como meta de se produzir 

resultados que contribuam às aplicações clínicas no tratamento dessas 

neuropatologias em humanos e que permanecem ainda sem cura, acometendo 

milhões de pessoas no mundo.  
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ANEXO I- Protocolo de Imunohistoquímica  

 

 Foram seguidos os protocolos de imunomarcação padronizados, utilizados com 

o método DAB-níquel (GOMES-LEAL et al., 2004) estabelecidos em estudos prévios. 

 Células gliais (astrócitos, micróglias) reativas no centro e periferia de lesão, 

bem como a perda neuronal no ambiente lesionado foram identificados por anticorpos 

específicos à cada tipo celular. 

 A etapa à identificação obedeceu ao seguinte protocolo:   

 As lâminas com secções encefálicas foram retiradas do frezee -20 C e, em 

seguida, colocadas na estufa (Brasdonto, BrClave) a 40 ºC por 20 minutos para depois 

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

as gotas de soluções que por cima delas foram despejadas. Por conseguinte, as 

mesmas foram lavadas em PBS por 5 minutos para remoção do excesso de tissue-

tek e imersas em tampão borato (0,2M; ph 9,0; Nuclear) à temperatura constante de 

65ºC, por 25 minutos. Após esta fase, as lâminas foram secas por 20 minutos à 

temperatura ambiente e lavada em PBS por 5 minutos para que fossem submetidas 

ao tratamento com solução de metanol + peróxido de hidrogênio – 100 ml de metanol 

absoluto (QEEL) para cada 1ml de H2O2 (Merck) sob agitação constante. Passada 

essa fase, as lâmianas foram lavadas por 3 vezes (5 minutos cada) em solução 

PBS/Tween (Sigma-Aldrich®) e incubadas por 1h em soro normal de cabra a 10% para 

GFAP; soro normal de cavalo a 10% para ED1 e NeuN, sempre em câmara úmida. 

Passada este período de tempo, o anticorpo primário GFAP, ED1 e NeuN foram 

incubados durante 24 horas. Após a incubação em anticorpo primário, as secções 

foram lavadas por três vezes (5 minutos cada) na solução de PBS/Tween® e 

incubadas por 2h no anticorpo secundário biotinilado cabra anti-coelho (1:1000, 

GFAP) e anti-camundongo feito em cavalo (1:500, ED1; 1:200, NeuN). Após esse 

período, três lavagens foram realizadas (5 minutos cada) em PBS/Tween® para que 

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

ABC Vectastain®) por 2h. Finalizando, as secções foram lavadas 4 vezes (4 tempos 

de 5 minutos cada) antes da revelação utilizando diaminobenzidina (DAB; Sigma-

Aldrich). Após lavagem as secções foram incubadas em uma solução contendo 250ml 

de PB 0,1M (pH 7,2–7,4), juntamente com 125mg de DAB e 130µl de H2O2 e, 

posteriormente, monitoradas em microscópio óptico até que a intensidade da reação 
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seja adequada. Após o término da revelação as secções foram lavadas em PB 0,1M 

(pH 7,2–7,4) e desidratadas em gradientes de álcool /xileno para a montagem com 

lamínulas e Entellan (Merck).  
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Anexo II- Metodos de Coloração: Hematoxilina e Eosina, Tricrômico de 

Gomori, Reativo de shiff (P. A. S) e Violeta de Cresila 

 
 
1. Hematoxilina- eosina 
 
A) Corantes e Soluções 
 

1) Hematoxilina de Harris 

2) Eosina 

3) Álcool 95% acidificado com ácido clorídrico a 1% 

 
B) Fixador: Formol a 10% tamponado.  
 
C) Método de Coloração: 
 

1) Desparifinar; 

2) Lavar em água de torneira por 5 minutos; 

3) Corar pela hematoxilina de Hrris por 5 a 15 minutos; 

4) Lavar em água de torneira por 5 minutos e limpar as lâminas; 

5) Diferenciar em álcool- ácido até que os núcleos fiquem bem diferenciados; 

6) Lavar em água de torneira por 10 minutos; 

7) Corar pela Eosina por 3- 58 minutos; 

8) Lavar em água destilada; 

9) Desidratar; 

10)  Montar. 

 
D) Resultados: 
 
 - Azul: núcleo 

 - Rosa: Citoplasma 
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2. Tricrômico de Gomori  
 
A) Corantes e Soluções: 
 

1) Hematoxilina férrica de Weigert  

2) Tricrômico-Gomori 

3) Ácido acético a 0,5% 

 

B) Fixador: Formol a 10% tamponado. 

 

C) Método de Coloração: 
 
 1) Desparafinar; 

 2) Corar pela Hematoxilina férrica de Weigert por 10 minutos; 

 3) Corar pelo tricromico de Gomori por 15 a 20 minutos; 

4) Diferenciar em solução de ácido acético a 0,5% por 2 minutos; 

5) Lavar em água destilada por 5 minutos; 

6) Desidratar em álcool 95%, absoluto e clarear em xilol; 

7) Montar. 

 

D) Resultados: 
 
 - Vermelho: Fibras musculares 

 - Verde claro: Fibras colágenas  

 - Preto: Núcleo  
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3. Reativo de Schiff (P.A.S.) - ácido periódico- Schiff 

 

A) Corantes e Soluções: 
 

1) Ácido periódico 1%  

2) Reativo de Schiff  

3) Hematoxilina de Harris 

 

B) Fixador: Formol a 10% tamponado. 

 

C) Método de Coloração: 
 

1) Desparafinar; 

2) Lavar em água destilada por 5 minutos; 

3) Tratar pelo ácido periódico de 5 a 10 minutos (não reaproveitar) 

4) Lavar em 2 a 3 frascos de água destilada 

5) Tratar pelo Reativo de Schiff (filtrar nates de usar) de 15 a 20 minutos;  

6) Lavar em água de torneira por 10 minutos; 

7) Corar pela Hematoxilina de Harris por 1 a 5 minutos; 

8) Lavar bem em água destilada; 

9) Desidratar; 

10)  Montar. 

 
D) Resultados: 
 

 -Vermelha: Membrana basal 
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4. Violeta de cresila (secções de 50 µm) 

 

A) Metodo de coloração 

 

1) Solução de H2Od/ ácido ácetico- 12 minutos 

2) Solução de violeta de cresila- 30 minutos 

3) Álcoos 70%, 80% e 90%- 1 minuto em cada 

4) Álcool absoluto I- 1 minuto 

5) Alcool absoluto II- 1 minuto 

6) Xilou I e Xilou II- 1 minuto em cada 

7) Montagem em entelan e lamínula  
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Anexo III- Parecer/ CEPAE 

 

 
 
 

 


