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“The mind adapts and converts to its own purposes the obstacle to our acting.  

The impediment to action advances action. What stands in the way becomes the way.” 

– Marcus Aurelius  
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Resumo 

A isquemia cerebral caracteriza-se pela obstrução de um vaso sanguíneo que irriga o cérebro, 

resultando num processo inflamatório que conduz a neurodegeneração. Após o evento 

isquémico as células gliais são gradualmente ativadas, desempenhando um papel importante 

primeiro na contenção do dano, mas posteriormente no agravamento da patologia, através da 

libertação de mediadores pró-inflamatórios e anti-inflamatórios. O acidente vascular cerebral 

(AVC) é uma doença com a capacidade de provocar danos neurológicos irreversíveis e, como 

tal, torna-se necessário investigar terapêuticas adequadas para a redução das complicações 

neurológicas, uma vez que a única terapêutica farmacológica direcionada para abordagem de 

doentes com AVC isquémico (administração de trombolíticos) apresenta muitas limitações.  

Este trabalho surge com o objetivo de estudar as alterações e comportamentos que ocorrem 

nas células do sistema nervoso central (SNC) durante as diferentes fases de isquemia-

reperfusão, contribuindo para uma melhor compreensão fisiopatológica desta condição, assim 

como também descobrir potenciais novos alvos terapêuticos. O modelo de oclusão da artéria 

cerebral média foi desenvolvido em 8 ratos, divididos aleatoriamente por dois grupos: o grupo 

de isquemia de 1 hora (I 1h) e o grupo de isquemia-reperfusão de 1 hora (I/R 1h). 

Posteriormente, os cérebros dos animais foram utilizados para determinar a expressão de 

marcadores de microglia (Iba1, iNOS, Arg) e astrócitos (GFAP, S100B); mediadores 

inflamatórios (TNF-α, IL-1β, IL-10); proteínas de sinalização específicas (Akt, GSK-3β); e  

proteínas sinápticas (PSD-95, Syn) utilizando os métodos de Western Blot e qRealTime-PCR. 

Os nossos resultados sugerem que o TNF-α é mais expresso no grupo I/R 1h (~ 3,5 fold), 

enquanto os ratos dos dois grupos mostram níveis diminuídos de IL-10 no hemisfério afetado 

(~ 0,2 fold – I 1h; ~ 0,4 fold - I/R 1h), significando que a inflamação está presente e pode 

desempenhar um papel relevante na lesão cerebral. Além disso, houve uma diminuição 

semelhante na expressão génica de PSD-95 e Syn em ambos os grupos (~ 0,5 fold), sugerindo 

uma rápida lesão sináptica após o período de isquemia. Houve também uma tendência de perda 

de células da micróglia no hemisfério lesado, conforme observado pela expressão reduzida de 

Iba1 no grupo I/R 1h (~ 0,4 fold), enquanto para os astrócitos houve um aumento da expressão 

de GFAP no hemisfério contralateral, no grupo I/R (~ 1,6 fold), sugerindo o recrutamento destas 

células para auxiliar a região afetada pelo tempo de isquemia.   

Apesar destes resultados, é necessário investigar o que acontece aos parâmetros estudados 

noutras janelas de tempo, tentando encontrar novas abordagens terapêuticas direcionadas ao 

processo inflamatório para redução da lesão cerebral causada pela isquemia-reperfusão. 

Palavras-Chave: AVC, isquemia, reperfusão, OACM, inflamação, células gliais  
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Abstract 

Cerebral ischemia is characterized by the obstruction of a blood vessel that irrigates the brain, 

resulting in an inflammatory process that leads to neurodegeneration. After the ischemic insult, 

the glial cells are gradually activated, playing an important role both in damage resolution as 

well as in aggravating the pathology, through the release of pro-inflammatory and anti-

inflammatory mediators. Stroke can cause irreversible neurological damage, so it becomes 

necessary to investigate appropriate therapies, since the only the only one indicated 

pharmacological therapy for ischemic stroke patients (administration of thrombolytics) has 

many limitations. 

This work aims to study the changes that occur in the cells of the central nervous system (CNS) 

during the different phases of ischemia-reperfusion, contributing to a better pathophysiological 

understanding of this condition, as well as to discover potential new therapeutic targets. Thus, 

the middle cerebral artery occlusion model was developed in 8 rats, randomly divided into two 

groups: the group of animals subjected to 1h of ischemia (I 1h) and the group of animals 

subjected to 1h of ischemia followed by 1h of reperfusion (I/R 1h). Subsequently, the animals' 

brains were isolated and cut into sections to determine the expression of reactive markers of 

microglia (Iba1, iNOS, Arg) and astrocytes (GFAP, S100B); inflammatory mediators (TNF-α, 

IL-1β, IL-10); specific signaling proteins (Akt, GSK-3β); and synaptic partners (PSD-95, Syn) 

using Western Blot and qRealTime-PCR methods. 

Our results suggest that TNF-α is more expressed in the I/R 1h group (~ 3,5 fold), while the 

rats in both groups show decreased levels of IL-10 in the affected hemisphere (~ 0,2 fold - I 

1h; ~ 0,4 fold - I/R 1h), meaning that inflammation is present and may play a role in brain 

damage, differently depending on the damage phase. In addition, there was a similar decrease 

in PSD-95 and Syn gene expression in both groups (~ 0,5 fold), suggesting a rapid synaptic 

lesion after the ischemia. There was also a tendency to lose microglia cells in the injured 

hemisphere, as observed by the reduced expression of Iba1 in the I/R 1h group (~ 0,4 fold), 

while for astrocytes there was an increase in GFAP expression in the contralateral hemisphere 

in the I/R group (~ 1,6 fold), suggesting the recruitment of these cells to assist the region 

affected by the ischemia time. 

Despite these auspicious results for future studies, it is necessary to investigate what happens 

to the parameters studied in other time windows, trying to find new therapeutic approaches 

aimed at the inflammatory process to reduce brain damage caused by ischemia-reperfusion. 

Keywords: stroke, ischemia, reperfusion, MCAO, inflammation, glial cells  
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1. Introdução 

Esta dissertação surgiu no âmbito do Mestrado em Ciências Biofarmacêuticas facultado pela 

Faculdade de Farmácia da Universidade de Lisboa. Este trabalho foi o culminar de um ano de 

trabalho para compreender as alterações que ocorrem nas células do SNC em ambiente de 

isquemia e de reperfusão cerebral. 

1.1. Motivação 

O acidente vascular cerebral (AVC) é um sério problema global. Apesar da situação clínica 

ter vindo a melhorar de forma gradual e progressiva, a sua incidência ainda continua a ser 

elevada 1. Esta patologia causa graves danos neurológicos (sensoriais, cognitivos e motores) 

e, infelizmente, muitos destes danos são irreversíveis, diminuindo a qualidade de vida de 

milhares de doentes 2. Têm sido realizados muitos estudos na tentativa de oferecer novas 

abordagens terapêuticas, contudo poucas têm mostrado resultados eficazes. O AVC é uma 

das principais causas de mortalidade no mundo 3, mas mesmo assim, esta patologia não 

recebe o reconhecimento e atenção devidos. Apesar de ser conhecido que durante o AVC 

isquémico (AVCi), a microglia e os astrócitos são ativados e que durante a reperfusão do 

tecido isquémico, vários mecanismos que ocorrem contribuem ainda mais para o 

agravamento da lesão isquémica 4, as alterações que ocorrem nessas células durante os 

períodos de isquemia e reperfusão ainda não estão completamente esclarecidas. Cada célula 

do SNC tem um papel crucial no AVCi, mas ainda há uma lacuna em estudos comparativos 

das mudanças que ocorrem nas células cerebrais durante um AVCi e durante o retorno do 

fluxo sanguíneo e oxigénio para o tecido lesado. A investigação e financiamento para o AVC 

ficam muito aquém das expectativas, estando notoriamente atrás de outras áreas de estudo, 

segundo um estudo realizado pela Stroke Association do Reino Unido no ano de 2016 5. Deste 

modo, esta dissertação tem como motivação os aspetos referidos anteriormente, como 

também surge com o objetivo inovador de avaliar o comportamento das células em ambiente 

de isquemia e de reperfusão cerebral, de forma a providenciar informações importantes para 

potenciais futuras estratégias terapêuticas. 
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2. Objetivos 

Este trabalho de investigação tem vários objetivos imperativos a serem alcançados, conforme 

descritos de seguida: 

→ Realizar uma revisão da literatura no âmbito da isquemia cerebral; 

→ Implementar o modelo de rato MCAO intraluminal para investigar o impacto da isquemia 

no tecido cerebral; 

→ Avaliar e compreender as alterações das células da microglia e astrócitos em ambiente 

de isquemia e de reperfusão cerebral;  

→ Avaliar e compreender a expressão das proteínas Akt e GSK-3β, como também os 

marcadores inflamatórios, nomeadamente TNF-α, IL-1β e IL-10, e ainda os marcadores 

de sinaptogénese, PSD-95 e Syn, em ambiente de isquemia e de reperfusão cerebral;  

→ Avaliar e compreender os efeitos pleiotrópicos das células envolvidas; 

→ Identificar possíveis alvos terapêuticos que podem ser explorados como intervenções 

terapêuticas farmacológicas. 

Este projeto não precisa apenas de atingir estes objetivos específicos, como também pode 

ser levado em consideração para trabalhos ou projetos futuros, uma vez que o estudo do 

comportamento das células em ambiente de isquemia e reperfusão cerebral não foi realizado 

antes, sendo, portanto, útil para a otimização de novos estudos de abordagens 

farmacológicas. 
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3. Fundamentos Teóricos 

3.1. O acidente vascular cerebral 

3.1.1. Perspetiva histórica  

O acidente vascular cerebral (AVC) é conhecido e investigado desde os tempos mais remotos, 

no entanto a sua definição nem sempre foi clara e foi sofrendo modificações ao longo dos 

anos. Inicialmente, o termo “apoplexia” era utilizado para descrever uma lesão aguda não 

traumática que ocorria a nível do cérebro, caracterizada por uma perda súbita de consciência, 

movimentos e sensações 6, tendo sido observada, pela primeira vez, por volta de 400 anos 

AC, por Hipócrates 7,8.  

Mais tarde, no século XVII, o médico suíço Johannes Jacob Wepfer verificou que a etiologia 

da “apoplexia” era devido a uma hemorragia intracraniana e, pela primeira vez, identificou as 

artérias principais cerebrais. Posteriormente, no início do século XIX, John Abercombie 

conseguiu dividir a apoplexia em três grupos distintos, nomeadamente: apoplexia primária 

(que englobava grandes hemorragias intracerebrais com défice neurológico), provável 

hemorragia subaracnoide (com sintomas de dor de cabeça, mas sem défice neurológico) e 

pequenos enfartes ou hemorragias (com défice neurológico) 9. Nas décadas seguintes a 

medicina continuou a progredir e, no século XX, o termo “apoplexia” foi desclassificado por 

ser muito vago, tomando lugar o termo  conhecido hoje por todos: “acidente vascular cerebral” 

10. Nos dias de hoje a definição de AVC é mais explícita e concreta. 

3.1.2. A definição 

O AVC é definido pela Organização Mundial de Saúde (OMS) como sendo um 

“desenvolvimento rápido de sinais clínicos de distúrbios focais (ou globais) da função cerebral, 

com sintomas que perduram por um período superior a 24 horas ou conduzem à morte, sem 

outra causa aparente que a de origem vascular” 11. Por outras palavras, o AVC pertence ao 

grupo das doenças cerebrovasculares (DCV) 12, que se caracterizam pela rutura ou oclusão 

de vasos sanguíneos que irrigam o cérebro, com consequente disfunção e morte neuronal e 

perda de função neurológica, denominados por AVC hemorrágico e AVCi 13. Neste projeto de 

investigação será apenas abordado o AVCi. 

3.1.3. AVC isquémico 

O AVCi resulta na formação de um êmbolo ou trombo (coágulo) que causa a obstrução ou 

bloqueio de um vaso sanguíneo cerebral, na maioria dos casos a artéria cerebral média 

(MCA), impedindo que o fluxo sanguíneo irrigue o tecido cerebral. A representação do AVCi 

encontra-se na Figura 1. O impedimento do fluxo sanguíneo no cérebro implica uma 

diminuição de oxigénio (hipoxia) e de nutrientes (glucose) no tecido, estando o cérebro sujeito 



Fundamentos Teóricos  

6 
 

a uma isquemia cerebral, conduzindo assim a uma inflamação que causa a morte das células 

cerebrais (devido à depleção de energia) e de lesões neurológicas irreversíveis 14–17. O AVCi 

pode ter duas etiologias diferentes: trombótica e embólica. Quando o AVCi tem origem 

trombótica, o trombo é formado nas artérias cerebrais e, por sua vez, este impede o fluxo 

sanguíneo no cérebro, no entanto, quando o AVCi tem origem embólica, o trombo é formado 

noutro local do sistema circulatório e é transportado até ao cérebro proporcionando a oclusão 

de um vaso sanguíneo cerebral 18,19.  

 

Figura 1 – Caracterização do AVCi. Adaptado de 10 

3.1.4. Dos sintomas ao diagnóstico 

O quadro clínico em estudo determina-se tendo como base os sintomas do doente e através 

de um diagnóstico clínico. Os sintomas observados num doente com AVC dependem da 

região do cérebro lesada, todavia fraqueza, diplopia, tonturas, paralisia muscular num dos 

lados do corpo, dormência, perda de equilíbrio e/ou coordenação, afasia, confusões mentais, 

entre outros, estão associados à patologia em questão 20,21.  

Apesar destes sintomas característicos, é imprescindível um diagnóstico por um especialista 

clínico certificado, porque nem sempre estes sintomas correspondem e são específicos do 

AVC. Deste modo, de acordo com as “Declarações e recomendações de consenso da ESO- 

Karolinska Stroke Update Conference” de 2019, o diagnóstico deve culminar numa avaliação 

precoce, incluindo parâmetros fisiológicos e análises sanguíneas de rotina, num diagnóstico 

por imagem, nomeadamente uma tomografia axial computorizada (TAC) e/ou ressonância 

magnética (RM), como também uma avaliação cardíaca 22.   
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3.1.5. Dados epidemiológicos no mundo e em Portugal 

O AVC é uma patologia que apresenta um grande impacto grave a nível pessoal, familiar, 

social e económico, deixando os seus doentes com vários tipos de sequelas sensitivo-

motoras, cognitivas e da fala 10,23,24. Anualmente estima-se que o AVC afeta cerca de 15 

milhões de pessoas em todo o mundo, na qual 5 milhões ficam incapacitadas 

permanentemente e outras 5 milhões não resistem 25 sendo, portanto, classificado como uma 

das principais causas de morte no mundo 1. Relativamente a Portugal, este é o país da Europa 

onde a patologia é mais representativa e, adicionalmente, a patologia é também caraterizada 

como sendo a principal causa de morte no nosso país  26. Na verdade, é estimado que seis 

pessoas sofrem de AVC por hora, no nosso país, e que destas, duas a três acabam por não 

resistir às sequelas 27.  

No que respeita o público alvo desta doença, há maior suscetibilidade em indivíduos com 

idades compreendidas entre os 55 e 75 anos 27, afetando homens e mulheres, no entanto, as 

taxas de incidência diferem entre os 2 géneros. As taxas de AVC em idade específica são 

mais elevadas em homens, todavia, as mulheres apresentam eventos de AVC mais 

frequentes devido ao aumento da esperança média de vida e a alta incidência de AVC em 

idades mais avançadas 28.  

No que respeita às variantes patológicas do AVC, o AVCi é a variante mais frequente, 

correspondendo a cerca de 80-85% dos casos 9,14,29.  

3.1.6. Prevenção e fatores de risco  

Frequentemente, o AVC está relacionado a uma série de fatores de risco que podem ser 

classificados como modificáveis e não modificáveis em conformidade de poderem ser alvo de 

intervenção ou não. Estes fatores podem surgir num indivíduo de forma isolada ou em 

combinação entre si, tendo uma tendência maior de surgir um AVC no último caso 13,23. 

Estatísticas indicam que nove em cada dez AVCs são causados por fatores modificáveis 30.  

Nos fatores de risco modificáveis estão incluídos várias patologias e hábitos de vida de caráter 

não saudável, como por exemplo, hipertensão, obesidade, hiperlipidemia, doenças 

cardiovasculares, fibrilação auricular, diabetes mellitus, sedentarismo, consumo de álcool e 

tabagismo 20,31,32. Em contraste, os fatores de risco não modificáveis são relativamente poucos 

e abrangem parâmetros como a idade, o género, a etnia e fatores genéticos 9,20,33.  

Em relação aos fatores de risco modificáveis, estes são alvos de prevenção do AVC e, desse 

modo, todos os esforços devem ser realizados para diminuir a incidência da patologia. A 

prevenção deve ser focada na promoção de hábitos de vida saudáveis e no rastreio e 

monitorização das doenças que podem conduzir ao AVC 13,17.  
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3.1.7. Terapêutica 

Após o início dos sintomas de AVC é muito importante uma intervenção rápida de forma a 

tentar diminuir a gravidade das sequelas. Tendo em conta a incidência do AVC, são muitos 

os estudos que são realizados para determinar uma terapêutica eficaz que, especialmente, 

melhore e recupere a qualidade de vida dos doentes bem como recupere o défice neurológico. 

Apesar de poucas terapêuticas disponíveis, estas dependem da variante patológica do AVC 

34.  

No que diz respeito ao AVCi existe apenas um tratamento aprovado pelas agências 

reguladoras do medicamento e recomendado pelas normas terapêuticas internacionais, que 

promove a reperfusão da área afetada 15. Esta terapêutica consiste na fibrinólise do coágulo 

que está a causar o bloqueio do vaso sanguíneo, através da administração de trombolíticos, 

fármacos análogos do ativador plasminogénio tecidual (t-PA) 35–37. Esta intervenção promove 

a destruição do trombo e devolve, assim, o fluxo sanguíneo à região lesada, porém, este 

fármaco apresenta uma relação benefício-risco muito limitada, influenciada fortemente pelo  

tempo, devendo de ser administrado até 4,5h após o início dos sintomas 13,38. A administração 

de trombolíticos apresenta várias contraindicações (algumas relativas e outras absolutas) e 

um risco elevado de hemorragia que impede, por sua vez, a terapêutica de muitos doentes 

39,40. Além disso, a tentativa de reperfusão pode causar danos maiores do que aquele causado 

pelo tempo de isquemia, isto é, uma rápida devolução de fluxo sanguíneo à região lesada 

pode provocar uma lesão de maior magnitude. Tal acontece porque os tecidos ao sofrerem 

reoxigenação serão formadas espécies reativas de oxigénio (ROS) que iniciam um stresse 

oxidativo causando lesão diretamente nas células cerebrais e na barreira hematoencefálica 

(BHE) 15,41.  

3.1.8. Impacto da COVID-19 nos doentes de AVC 

É de conhecimento geral que o mundo está a enfrentar uma pandemia, pandemia esta que é 

causada pela infeção do vírus SARS-CoV-2 resultando na então conhecida doença, COVID-

19. Em vista disso, é pertinente fazer um enquadramento do impacto desta patologia nos 

doentes de AVC.  

A COVID-19 já afetou milhões de pessoas em todo o mundo, no entanto, apresenta maior 

gravidade em doentes idosos, indivíduos do sexo masculino e em doentes com 

comorbilidades associadas como por exemplo, hipertensão, diabetes, doenças cardíacas e 

obesidade. Estes fatores são alguns dos muitos fatores de risco que levam ao AVC, conforme 

já foi referido nesta dissertação no tópico 3.1.6. 42.  
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Assim sendo, os indivíduos com quadros clínicos de doenças cardiovasculares, como é o 

caso do AVC, constituem um grupo de risco e apresentam maior probabilidade de poderem 

desenvolver complicações graves no caso de serem infetados pelo vírus SARS-CoV-2. 

Além disso, a COVID-19 pode ter um impacto bastante negativo no que respeita ao tratamento 

do AVC. Com o desenvolvimento da pandemia, além de muitas pessoas evitarem deslocar-

se aos hospitais, privando-se de cuidados médicos atempados, os serviços de urgência 

apresentam maior dificuldade e/ou tempo de resposta, resultando assim em atraso nos 

tratamentos 43,44. Este atraso nos tratamentos e até mesmo a não recorrência a tratamento 

implica que muitos doentes cardiovasculares sofram de danos neurológicos permanentes. 

3.2. A isquemia cerebral 

A isquemia cerebral é, normalmente, classificada de acordo com a severidade da oclusão das 

artérias cerebrais, podendo ser atribuídos os termos de “isquemia focal” e de “isquemia global” 

16. A isquemia focal lesiona apenas uma região específica do cérebro e é o resultado da 

obstrução temporária ou permanente de um vaso sanguíneo local 45. Na isquemia global, a 

região completa do cérebro é afetada, uma vez que o fluxo sanguíneo é bloqueado de forma 

passageira em todo o tecido 46.  

Quando ocorre a isquemia cerebral, em poucos minutos dá-se a necrose das células 

neuronais no centro/núcleo da região afetada, onde o fluxo sanguíneo é escasso, impedindo 

o seu metabolismo. Na periferia do núcleo da região isquémica encontra-se a penumbra, que 

é constituída essencialmente por células cerebrais que são irrigadas por vasos sanguíneos 

colaterais. Contudo, a perfusão pode não ser suficiente para as células manterem a atividade 

metabólica regulada e estas podem morrer através de apoptose, uma vez que se encontram 

dependentes da energia proveniente dos vasos sanguíneos colaterais. Caso o fluxo 

sanguíneo não seja restaurado devidamente na penumbra, o tecido morre e a região da área 

do enfarte cerebral expande-se até à área da penumbra prévia, conforme está representado 

na Figura 2 16,19,47,48. De facto, o impedimento do fluxo sanguíneo ao cérebro desencadeia 

uma cascata de processos bioquímicos, denominados por cascata isquémica, que levam à 

morte das células do SNC 21, conforme será explicado no capítulo 3.2.1.  
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Figura 2 – Evolução da lesão isquémica. Adaptado de 49 

3.2.1. Fisiopatologia da Isquemia Cerebral  

Após o evento isquémico são desencadeados vários processos bioquímicos complexos, 

denominados por cascata isquémica, que provocam graves lesões cerebrais e levam à 

neurodegeneração. Os mecanismos moleculares envolvidos são, entre muitos, o stress 

oxidativo, a apoptose, a neuroprotecção, as vias inflamatórias, o desequilíbrio iónico, 

despolarizações da zona peri-enfarte e os mecanismos de excitotoxicidade 47,50.  

De uma forma muito geral, depois do evento isquémico e da supressão de sangue ao tecido 

cerebral, os neurónios iniciam um procedimento que termina na sua necrose ou na apoptose, 

conforme já foi referido anteriormente. A falta de recursos energéticos, neste caso, de 

adenosina trifosfato (ATP), desencadeia o início de uma cascata isquémica, obrigando as 

células a optarem pelo metabolismo anaeróbico 15,51. Contudo, existem dois problemas 

associados ao metabolismo anaeróbico: em primeiro lugar não é produzida energia suficiente 

por esta via e, em segundo, há produção de ácido lático que, em quantidades excessivas, 

causa um desequilíbrio na homeostasia ácido-base regular, danificando assim os neurónios 

52–54. Por sua vez, a diminuição de energia altera a função da célula começando, em primeiro 

lugar, pela disfunção da bomba sódio-potássio dependente de ATP (Na+/K+ ATPase). Esta 

bomba encontra-se na membrana celular e está encarregue de bombear iões de sódio para 

o meio extracelular e iões de potássio para o meio intracelular 13. Sem ATP, a bomba cessa o 

seu funcionamento, ocorrendo uma despolarização de membrana e, assim, o sódio acumula-

se no interior da célula e, deste modo, implica que água entre para o meio intracelular para 

tentar equilibrar a alta concentração do ião, provocando a dilatação do neurónio, sendo esta 



Fundamentos Teóricos 

11 
 

situação denominada por edema citotóxico, que pode matar a célula 54,55. Em simultâneo, a 

bomba de sódio e cálcio também cessa o seu funcionamento, o que provoca um aumento dos 

níveis de cálcio no meio intracelular. A presença excessiva de cálcio acresce vários problemas 

na célula (Figura 3). Em primeiro lugar, o cálcio proporciona que o glutamato, um 

neurotransmissor excitatório, seja libertado, o que provoca a excitação de outros neurónios 

54. Por sua vez, o glutamato estimula dois recetores ionotrópicos, o N-metil D-Aspartato 

(NMDA) e o α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiónico (AMPA) 56, que ativam enzimas 

como as proteases, que degradam proteínas no interior da célula, e lípases, que danificam a 

membrana celular do neurónio, o que permite que haja maior formação de substâncias 

nocivas, agravando a lesão dos neurónios 52. Além de que, o excesso de cálcio promove a 

formação de ROS que contribuem para a neurodegeneração 50. A este processo bioquímico 

dá-se o nome de excitotoxicidade, isto é, a toxicidade que resulta de uma estimulação 

excessiva dos recetores do glutamato, levando à morte celular. O influxo e o efluxo de iões 

entre os meios intra e extracelular das células neuronais tornam-se impossíveis de controlar, 

o que compromete a integridade das membranas celulares 54. Tal acontecimento impede que 

a integridade das mitocôndrias seja mantida, o que conduz à libertação de fatores apoptóticos 

e toxinas que promovem a morte celular através da apoptose e/ou necrose 50,57. 

 

Figura 3 – Efeito da acumulação de cálcio no meio intracelular dos neurónios após o insulto isquémico. 

Diversos mecanismos são ativados quando a concentração de Ca2+ é aumentada. Em condições excitotóxicas, 

dá-se a ativação de vias de sinalização, incluindo a ativação de proteases e lípases, resultando na produção de 

ROS e mau funcionamento mitocondrial, o que provoca a neurodegeneração. Adaptado de 58 
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3.3. Neuroinflamação na isquemia cerebral 

Após a morte celular resultante do evento isquémico, é desencadeada uma resposta 

inflamatória local denominada de neuroinflamação, que atua como resposta à formação das 

ROS, células necróticas e tecidos danificados 59. Esta resposta inflamatória funciona, 

inicialmente, no sentido de proteger o tecido lesionado e regenerar as células danificadas do 

SNC, contudo, uma exacerbada inflamação também pode atuar em direção à destruição 4. 

Este processo envolve a ação de diversos tipos de células do SNC, como as células da glia, 

nomeadamente a microglia e astrócitos que, quando ativadas, levam à formação de citocinas 

e quimiocinas e ao recrutamento de linfócitos do sangue circulante para infiltração no 

parênquima cerebral 60–62. De seguida, são descritas algumas das várias células que 

constituem o cérebro e que desempenham um papel importante na isquemia cerebral.  

3.3.1. Principais células intervenientes na isquemia cerebral 

São muitas as células que intervêm e desempenham um papel importante durante a isquemia 

cerebral, no entanto, neste projeto, serão apenas abordadas as células da microglia, 

astrócitos e neurónios. 

A microglia é conhecida como sendo a célula com capacidade imune inata residente no SNC 

e representa cerca de 5 a 20% da população da glia 60,61. Em condições fisiológicas, a 

microglia encontra-se num estado de vigilância e caracteriza-se por uma morfologia 

ramificada e com elevada mobilidade 63,64. Sob estas condições, as células da microglia atuam 

como sentinelas imunes, o que permite manter a homeostasia e participar também na 

definição das sinapses a manter ou a remover, de modo a estabilizar o circuito neural 65,66. No 

entanto, o dano isquémico perturba as funções normais destas células, forçando a sua 

ativação. Estas células ao serem ativadas migram para a região do cérebro lesionada, 

sofrendo polarização e alterando o seu fenótipo para um estado pró- ou anti-inflamatório e a 

sua morfologia para a forma ameboide onde se tornam praticamente indistinguíveis dos 

macrófagos circulantes 4,62,67,68.  

A microglia pró-inflamatória é ativada através de lipopolissacarídeos (LPS) e pelo interferão-

γ e é caracterizada pela libertação de metabolitos oxidativos e citocinas, como por exemplo 

as interleucinas (IL-) IL-1β e IL-6, o fator de necrose tumoral (TNF) e o óxido nítrico (NO) 69,70. 

Estes mediadores pró-inflamatórios produzidos podem exacerbar a excitotoxicidade, o que 

pode danificar a região da penumbra 61,71. Esta microglia ativa ainda uma cascata de 

sinalização pró-inflamatória, como o fator nuclear kappa B (NF-kB) e remove patógeneos e 

detritos celulares da área lesada por fagocitose 62.  
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Por outro lado, a microglia anti-inflamatória é ativada pela IL-4 e estas células desempenham 

um papel no sentido de prevenir a inflamação e reparar a zona de lesão, expressando 

mediadores anti-inflamatórios, tais como a IL-10 e gerando vários fatores neurotróficos com 

potencial para neurogénese e plasticidade, seguindo de exemplo o fator de transformação do 

crescimento β (TGF-β) 4,60,61.  

O facto de a microglia adotar dois fenótipos diferentes, confere-lhe um papel duplo na 

progressão e na neuroregeneração do AVCi, na qual pode atuar de forma a agravar a 

inflamação ou a diminuir o dano cerebral dependendo da janela temporal após o dano cerebral 

60. A transformação da microglia desde o estado de vigilância até à alteração de fenótipo, 

encontram-se descritos na Figura 4.  

 

Figura 4 – Sinalização imunológica de microglia e astrócitos após a isquemia. A microglia em repouso pode 

sofrer polarização para o fenótipo anti-inflamatório ou pró-inflamatório. A microglia pró-inflamatória contribui para 

o dano neuronal através da expressão de mediadores pró-inflamatórios (TNF-α, IL-6, IL-1β, iNOS). A microglia 

anti-inflamatória melhora a proteção neuronal através das suas capacidades fagociticas e expressão de 

mediadores anti-inflamatórios (IL-10, TGF-β).  Os astrócitos tornam-se reativos, acumulando-se no limite da 

lesão, formando uma cicatriz glial. Adaptado de 72 

Os astrócitos são as células mais especializadas no SNC e representam 20 a 40% do número 

total de células no cérebro 62,73. Em condições normais, os astrócitos estão envolvidos no 

desenvolvimento neural e na neuroprotecção através de conexões sinápticas, homeostase 
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iónica e eliminação de glutamato 60,61,73. No entanto, estas células quando ativadas, também 

podem desempenhar um papel semelhante à microglia ativada, uma vez que, igualmente, 

libertam fatores inflamatórios como citocinas, quimiocinas, NO e ainda aumentam a expressão 

da proteína glial fibrilar ácida (GFAP) 4,59.  

Estes tipos de células ainda participam ativamente no aumento da gliose reativa e na 

formação de cicatrizes gliais 72. Na formação destas cicatrizes, as células proliferam de forma 

a envolver a penumbra, formando uma barreira que impede a expansão da região de enfarte 

mas, por sua vez, impede a reabilitação neurológica após o AVCi 73. Embora este processo 

seja um elemento importante no melhoramento da situação clínica do AVCi, impede a 

regeneração neuronal 72. Por outro lado, os astrócitos podem neutralizar as respostas 

neuroinflamatórias através da produção do TGF-β e prostaglandina E2 62.  

Deste modo e, tal como as células da microglia, ambas as células gliais são ativadas de forma 

a induzir respostas inflamatórias, estando sujeitas a perder as suas capacidades protetoras, 

o que provoca um agravamento da lesão neurológica 62. O processo que o astrócito sofre ao 

longo do AVCi encontra-se representado na Figura 4. 

Os neurónios são considerados os principais elementos estruturais e funcionais do SNC 17,67. 

Estas células apresentam uma grande capacidade de comunicação dentro do sistema 

nervoso, através da transmissão sináptica e de potenciais de ação. Os neurónios são 

altamente sensíveis durante um evento isquémico, uma vez que ficam privados de glucose e 

oxigénio, o que compromete as suas funções 17, podendo levar à sua apoptose. De facto, a 

morte dos neurónios em ambiente de isquemia cerebral está intimamente relacionada com os 

défices neurológicos presentes nos indivíduos que sofrem AVC 74. Além disso, a morte celular 

neuronal na isquemia cerebral compreende vários componentes incluindo o stress oxidativo, 

a disfunção mitocondrial, a neuroinflamação bem como a excitotoxicidade 75. 

3.3.2. Biomarcadores das células do SNC 

Neste projeto de investigação foram realizados estudos dos tecidos cerebrais de forma que 

seja conhecido o perfil da microglia, astrócitos e neurónios em ambiente de isquemia e de 

reperfusão. Para a avaliação do perfil destas células é necessário recorrer a marcadores 

específicos que indicam as respostas farmacológicas, bem como os processos patogénicos e 

os processos biológicos normais das células 76. 

A molécula adaptadora de ligação de cálcio ionizada 1, mais conhecida por Iba1, é uma 

proteína citoplasmática que é expressa na microglia sendo, por isso, o marcador geralmente 

mais usado para identificar a densidade deste tipo celular 77,78. Esta proteína está envolvida 

na alteração da mobilidade da membrana da microglia sendo essencial para que ocorram as 
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mudanças morfológicas destas células, nomeadamente, mudanças da microglia ramificada 

quiescente para a microglia ameboide ativada. Assim, este marcador é o indicado para 

conhecer a morfologia da microglia durante o evento isquémico e de reperfusão, permitindo 

desta forma, detetar as alterações celulares 79. 

A sintase indutível do óxido nítrico (iNOS) é o principal mediador da ativação imune e da 

inflamação, capaz de produzir óxido nítrico a partir da L-arginina 80. Após a exposição a 

estímulos imunológicos e inflamatórios, como citocinas pró-inflamatórias ou LPS, a expressão 

de iNOS é induzida em várias células, incluindo na microglia 80. A sobre-expressão de iNOS 

na microglia promove um fenótipo pró-inflamatório, resultando em efeitos tóxicos 80,81 sendo, 

portanto, um ótimo biomarcador da microglia reativa. 

As arginases são enzimas expressas por todo o cérebro e apresentam duas isoformas 

conhecidas: arginase 1 e arginase 2 82. Neste trabalho será somente abordado a arginase 1. 

A arginase 1 (Arg1) está presente em células imunes inatas. A Arg1 partilha a L-arginina como 

substrato com o iNOS, por esse motivo, a Arg1 pode ser vista como um inibidor competitivo 

de iNOS, atuando nas células da microglia com um efeito anti-inflamatório. A sobre-expressão 

de Arg1 auxilia na conversão da microglia para o fenótipo mais reparador 82–84.  

A GFAP é uma proteína de filamento intermediário e membro da família de proteínas do 

citoesqueleto, presente nos astrócitos 85,86. Esta proteína apresenta um papel importante dado 

que mantém a morfologia dos astrócitos, modulando a eficácia sináptica e fornecendo também 

integridade à BHE 87. Durante o evento isquémico, os astrócitos tornam-se reativos, sobre-

expressando a GFAP, por esse modo, esta proteína é um marcador da lesão astroglial 

tornando-se, desta forma, o alvo ideal indicativo da expressão de astrócitos no AVC 88. 

A proteína B de ligação ao cálcio S100 (S100B) é uma proteína sensor de cálcio 

principalmente astrocítica, que é secretada para atuar a nível extracelular e intracelular 89. A 

S100B é expressa principalmente por astrócitos no SNC em condições saudáveis. Quando 

libertada em baixas concentrações (condições fisiológicas), esta proteína apresenta ações 

tróficas, no entanto, quando é libertada em altas concentrações, como é o caso da isquemia 

cerebral, participa na cascata de eventos que leva à lesão celular, tornando os astrócitos 

reativos 90. Assim, este biomarcador é o mais adequado para verificar a reatividade de 

astrócitos em ambiente de isquemia e reperfusão.   

Esses parâmetros permitem entender a gravidade da lesão causada pelo AVCi e o 

comportamento celular durante esse evento. 
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3.3.3. Proteínas expressas na isquemia cerebral 

Após o evento isquémico são ativadas ou expressas diversas proteínas que intervêm em 

várias vias de sinalização celular, como por exemplo, a proteína cinase B (Akt) e a glicogénio 

sintase cinase 3β (GSK-3β). É importante frisar que existem muitas outras vias de sinalização 

celular envolvidas no AVC, no entanto, neste trabalho, focamo-nos somente no estudo destas 

duas proteínas. De facto, a compreensão do comportamento das proteínas e 

consequentemente das vias de sinalização celular em que intervêm é de extrema relevância 

para elucidar os mecanismos envolventes durante o evento isquémico. Ademais, 

compreender o comportamento de diferentes proteínas após o AVCi, permite desenvolver 

mais estudos e procurar novas abordagens terapêuticas para minimizar os danos 

neurológicos causados pelos períodos de isquemia e de reperfusão. 

A Akt é uma proteína cinase serina/treonina que está envolvida quer na morte quer na 

sobrevivência celular, desempenhando assim, um papel importante no metabolismo, 

crescimento e divisão celular, como também na angiogénese e na supressão da apoptose 

91,92. A atividade da proteína Akt é promovida através da sua fosforilação por meio da ligação 

a um fosfoinositídeo. Esta fosforilação resulta no início de uma cascata de fosforilação de 

outras proteínas para regular várias vias metabólicas nas células 93. Deste modo, esta proteína 

está envolvida na via da fosfatidilinositida 3-cinase (PI3K), denominando-se a via da PI3K/Akt. 

A PI3K está intimamente relacionada com a regulação da resposta inflamatória, sendo 

expressa em leucócitos 94. Quando a PI3K é ativada, o grupo hidroxilo sofre fosforilação para 

produzir a 3,4,5-trifosfato de fosfatidilinositol (PIP3) que, por sua vez, ativa a Akt. A ativação 

da Akt atenua o dano cerebral como também, reduz a apoptose neuronal durante a lesão de 

isquemia-reperfusão cerebral 95.  

A glicogénio sintase cinase 3 (GSK-3) é uma proteína serina/treonina cinase citoplasmática 

multifuncional que pertence à família das fosfotransferases 96,97. A GSK-3 desempenha um 

papel importante na inflamação, no metabolismo do glicogénio, regulação mitótica, 

embriogénese e neuroplasticidade. A GSK-3 apresenta 2 isómeros: o GSK-3α e o GSK-3β 96. 

Esta última é abundantemente expressa no SNC e está envolvida na patogénese do AVCi 

97,98, uma vez que é verificada o aumento da sua fosforilação no resíduo da tirosina 216 após 

a oclusão da artéria cerebral média (MCAO), indicando o envolvimento da GSK-3β ativada 96. 

Evidências indicam que o aumento da atividade da GSK-3β resulta na perda dos neurónios, 

contribuindo para a o desenvolvimento e agravamento do AVCi 97.  

3.3.4. Marcadores inflamatórios na isquemia cerebral 

Após o evento isquémico são ativadas ou libertadas várias substâncias inflamatórias que 

podem atuar no tecido lesado de forma a protegê-lo ou a exacerbar ainda mais a lesão. Dos 
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inúmeros fatores que influenciam a isquemia cerebral, neste trabalho foram selecionados para 

estudo o fator de necrose tumoral-α (TNF-α) e as interleucinas (IL-) 1β e IL-10.  

O TNF-α é caracterizado como sendo uma citocina pró-inflamatória produzida, especialmente, 

pelos macrófagos, linfócitos e neurónios. Esta citocina desempenha um papel fulcral na 

inflamação do AVC, uma vez que após o insulto isquémico apresenta uma sobre-expressão, 

estando assim associada à exacerbação da lesão isquémica 99,100. O TNF-α está ainda 

envolvido na diferenciação e recrutamento celular como também na apoptose. Para além 

disso, esta citocina pró-inflamatória apresenta a capacidade de ativar as vias de transcrição 

que induzem o stress oxidativo à degeneração celular e ativa as células inflamatórias, 

iniciando o processo inflamatório durante a isquemia cerebral 101.  

A IL-1 é uma família de citocinas que apresentam funções regulatórias na imunidade inata e 

adaptativa e na mediação de respostas inflamatórias sistémicas. As proteínas IL-1 mais 

estudadas são a IL-1α e a IL-1β 102. Neste projeto somente será abordado a proteína IL-1β. A 

IL-1β é uma citocina pró-inflamatória que pode ativar a microglia e astrócitos, conduzindo 

assim à síntese a jusante de outros mediadores pró-inflamatórios e quimiotáticos dentro do 

SNC, o que contribui para o agravamento da lesão isquémica 103.  

A IL-10 é caracterizada como uma citocina anti-inflamatória que apresenta a capacidade de 

proteger o cérebro, isto é, diminui o tamanho da lesão 104. A IL-10 limita a inflamação após o 

evento isquémico reduzindo a expressão de recetores de citocinas e inibindo a ativação dos 

mesmos, além de conseguir contrabalançar os efeitos potencialmente prejudiciais do TNF-α 

104,105. Adicionalmente, a IL-10 tem efeitos inibitórios nas células hematopoéticas que se 

infiltram no cérebro após a lesão, por exemplo, reduz a ativação e as funções dos macrófagos, 

monócitos e células T, diminuindo em última análise a resposta inflamatória à lesão 105. 

3.3.5. Proteínas sinápticas na isquemia cerebral 

São muitas as proteínas que intervêm durante a transmissão sináptica, contudo, neste projeto, 

são apenas abordadas a proteína de densidade pós-sináptica (PSD-95) e a sinaptofisina 

(Syn).  

A PSD-95, também conhecida pela denominação SAP90 106, é uma proteína que pertence à 

família da guanilato cinase, que está associada à membrana de moléculas das sinapses 

excitatórias. As proteínas de densidade pós-sináptica têm a capacidade de regulação da 

função sináptica e de transdução de sinais sinápticos. No caso da PSD-95, esta proteína liga-

se aos recetores NMDA e à sintase neuronal do óxido nítrico (nNOS) em sinapses excitatórias, 

transformando-os num complexo de sinalização macromolecular 107. A PSD-95 foi 

considerada como uma proteína sináptica importante pelo seu envolvimento na regulação da 
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função do canal iónico da atividade sináptica, sinalização intracelular e ainda perda cognitiva. 

Além disso, esta proteína ainda promove a estabilidade da sinapse, no entanto, no evento 

isquémico, os neurónios são comprometidos, diminuindo o seu teor após a lesão cerebral 108.  

A Syn é uma proteína pré-sináptica que se encontra nas membranas das vesículas sinápticas 

109,110. Esta proteína, além de caracterizar a plasticidade sináptica nas lesões isquémicas 111, 

está envolvida em diferentes etapas da biogénese sináptica, formação de sinapses, exo e 

endocitose, classificação de proteínas de vesículas e iniciação de vesículas 109. Esta proteína 

está associada ao dano de memória causado pela isquemia cerebral, sendo caracterizado por 

uma regulação negativa de Syn 112,113.  

3.4. Modelo de isquemia cerebral 

Ao longo das últimas décadas têm sido desenvolvidos vários modelos in vitro e in vivo que 

tentam mimetizar o AVC, com a intenção de descobrir novas abordagens farmacológicas 

como também para conhecer os mecanismos celulares e moleculares envolvidos na lesão 

cerebral provocada pela isquemia 16,114,115. Os modelos in vivo são uma ferramenta 

indispensável na pesquisa de isquemia cerebral pois alguns mecanismos requerem métodos 

invasivos que não podem ser realizados em humanos. Os modelos in vitro, apesar de 

promissores para outros estudos, não são adequados para mimetizar algumas 

estruturas/processos, como a vasculatura e a reperfusão, que são cruciais para o estudo do 

AVCi 116.  

Na realidade existem vários modelos in vivo que mimetizam a isquemia cerebral, 

nomeadamente os modelos embólicos, o modelo de craniotomia, o modelo de sutura 

intraluminal da MCAO, modelo de endotelina-1, modelo de eletrocoagulação, modelo de 

isquemia global e modelo de fototrombose 17,117. Neste trabalho será abordado o modelo de 

sutura intraluminal da MCAO.  

3.4.1. Animais utilizados  

Nas práticas experimentais de isquemia cerebral são usados um vasto leque de mamíferos, 

incluindo ratos, murganhos, coelhos, cães, gatos e primatas não-humanos 118. No entanto, as 

espécies mais utilizadas em estudos para entender a patologia e o tratamento do AVC são os 

ratos e os murganhos devido a diversas razões: 1) o seu tamanho reduzido que permite uma 

fácil monitorização dos parâmetros fisiológicos como também os procedimentos de fixação 

cerebral; 2) estes animais apresentam bastantes semelhanças a nível anatómico e fisiológico 

em comparação com o ser humano; 3) a sua utilização é relativamente barata comparada 

com animais maiores; e 4) questões de ética 47,115,116,119. Estes modelos animais usados para 

estudar o AVC têm a capacidade de produzir a isquemia transitória ou permanente e, muitos 
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destes modelos de ratos ou murganhos, são projetados para induzir o AVC através da MCAO 

115. A parte in vivo deste projeto foi desenvolvido em modelo animal da oclusão transitória da 

artéria cerebral média (tMCAO).  

3.4.2. Oclusão da artéria cerebral média 

O modelo experimental mais utilizado de AVCi é o modelo de MCAO através da sutura 

intraluminal 119, na qual a MCA pode sofrer uma oclusão de forma permanente ou provisória 

47,120. Para induzir a MCAO, um filamento ou uma sutura intraluminal (revestido por silicone) é 

introduzido na artéria carótida interna (ICA) e é movimentado até ocludir a origem da MCA. 

Para tal, é necessário a exposição da artéria carótida no pescoço, seguido de uma oclusão 

temporária da artéria carótida comum (CCA) e da artéria carótida externa (ECA), de forma a 

alcançar a origem da MCA, conforme está representado na Figura 5.  

 

Figura 5 – Esquema do modelo MCAO através da sutura intraluminal. Uma sutura revestida de silicone 

(indicado a azul) é inserida na ICA e é movimentado até à origem da MCA. Os ramos da OA e STA da ECA 

foram ligados num nó de sutura ao redor do coto do ECA para manter o fio intraluminal no lugar. Legenda: MCA - 

Artéria Cerebral Média; ACA - Artéria carótica anterior; PComA - Artéria comunicante posterior; PPA - Artéria 

pterigopalatina; ECA - Artéria carótida externa; CCA - Artéria carótida comum; ICA - Artéria carótida interna; AO - 

Artéria occipital; STA - artéria tireoidiana superior. Adaptado de 121 

Depois da inserção do filamento na artéria, este pode permanecer no local ou pode ser 

retirado após um período de tempo definido para induzir a reperfusão 117. A MCAO permite 

que o fluxo sanguíneo no tecido cerebral seja reduzido todavia, o/a efeito/lesão depende da 

duração do evento isquémico, do local da oclusão na MCA e na quantidade de sangue 

colateral 122. Ainda que este modelo seja complexo e necessite de um  profissional experiente 

para a sua execução, não requer craniectomia ou manipulação do cérebro, o que se torna 
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menos invasivo e permite uma melhor recuperação dos animais 47. O modelo MCAO foi 

desenvolvido e descrito pela primeira vez por Koizumi, tendo sofrido diversas modificações 

ao nível das artérias de acesso a intervir como também do tipo, comprimento e revestimento 

do filamento 119,123,124. 

O modelo de MCAO é facilmente reprodutível em ratos e em murganhos, contudo é 

necessário ter em conta que o modelo não mimetiza de forma completa a isquemia cerebral. 

Conforme já foi referido anteriormente, o AVCi é uma doença complexa e está associada a 

outras situações clínicas. A maioria dos estudos de isquemia cerebral em modelos in vivo não 

estão relacionadas a outras comorbilidades, não seguindo assim um normal quadro clínico de 

AVC em humanos. Além disso, o uso de anestesia nos animais para induzir o AVC pode 

provocar algumas alterações, influenciando o metabolismo, a pressão sanguínea e o fluxo 

sanguíneo cerebral, modulando alguns aspetos dos processos após o AVCi 119. 
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4. Materiais e Métodos 

Os métodos explícitos neste projeto de investigação foram realizados com o objetivo de obter 

resultados preliminares para o desenvolvimento de estudos mais complexos. O plano inicial 

desta dissertação de mestrado seria desenvolver estudos mais completos e abordar outras 

técnicas, no entanto, devido à situação pandémica que o país e mundo enfrentam devido à 

COVID-19, não foi possível realizá-los e/ou tiveram que sofrer ajustes para o cumprimento 

dos prazos impostos.   

4.1. Técnica de oclusão da artéria cerebral média 

4.1.1. Animais 

Para este estudo foram utilizados 8 ratos machos adultos Wistar. Os ratos foram mantidos em 

gaiolas com temperatura controlada e tiveram acesso ad libitum a alimentos e água e 

submetidos a ciclos de 12 horas de luz e escuridão. Os ratos foram divididos aleatoriamente 

em 2 grupos para posterior intervenção: 

→ Grupo de Isquemia 1h (I 1h) (n=4); 

→ Grupo de Isquemia-Reperfusão 1h (I/R 1h) (n=4). 

Todas as experiências foram realizadas de acordo com as regras e recomendações mais 

recentes para o cuidado e experimentação de animais de laboratório, nomeadamente os 

regulamentos atualmente adotados pela Comissão Europeia (Diretiva 2010/63/UE). Além 

disso, os estudos foram realizados de acordo com as Diretrizes da DGAV (Direção Geral de 

Alimentação e Veterinária). O projeto do protocolo animal foi aprovado pelo Organismo de 

Bem-Estar Animal (ORBEA) da Faculdade de Farmácia (Universidade de Lisboa). 

4.1.2. Intervenção cirúrgica  

A intervenção cirúrgica para a MCAO é um método reversível e não invasivo que foi, 

originalmente descrito por Koziumi 125, no entanto, neste trabalho, este método sofreu algumas 

modificações de forma a otimizar os resultados 47, estando descrito detalhadamente de 

seguida.  

1. Cada animal foi anestesiado por via intraperitoneal (IP) com uma mistura de cetamina e 

xilazina (2:1), correspondente a uma dose de cetamina 100 mg/kg e xilazina 10 mg/kg.  

2. O rato foi colocado numa almofada na posição ventral e a pele e o pelo da cabeça foram 

desinfetados com uma solução de álcool a 70%. 

3. Sob o microscópio cirúrgico, foi realizada uma incisão na cabeça da linha média para 

expor o bregma com o objetivo de criar um pequeno orifício até à dura-máter 2mm 
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posteriormente ao bregma e 3,5mm lateralmente à linha média, na região de suprimento 

da MCA direita, onde a isquemia transitória deve ser realizada. Neste orifício, foi colada 

ao osso uma sonda portadora de micro-Doppler com cianoacrilato e, posteriormente, uma 

sonda Laser-Doppler foi colocada no lugar para medição do fluxo sanguíneo (Periflux 

System 4000, Probe 407, Perimed-Instruments, Estocolmo, Suécia). A incisão da pele foi 

fechada com uma sutura de seda 3-0. 

4. A posição do animal foi alterada, para a posição supina com uma almofada sob o pescoço 

para estendê-lo levemente e ajudar na exposição do vaso. 

5. A pele e o pelo na área cervical foram desinfetados com uma solução de álcool a 70%. 

6. Sob o microscópio cirúrgico, foi realizada uma incisão no pescoço da linha média ventral 

e a fáscia superficial foi dissecada para expor a CCA.  

7. A CCA, a ECA e a ICA foram expostas e mobilizadas dos tecidos circundantes para perto 

da base do crânio. O nervo vago foi fortemente dissecado da CCA e da ICA.  

8. A artéria occipital (OA), um ramo da ECA, foi coagulada e os restantes ramos da ECA 

foram cauterizados, de forma a permitir uma maior facilidade de mobilização dos vasos 

maiores.  

9. A ICA foi dissecada para identificar o nervo glossofaríngeo próximo à origem da artéria 

pterigopalatina (PPA), que é ligada próxima à origem com um clipe. Nesta etapa, a ICA é 

o único ramo restante da CCA. 

10. Um nó de seda solto 6-0 foi colocado no início do coto da ECA, próximo à bifurcação.  

11. A ECA foi dissecada, atada o mais distal possível com uma sutura de seda 6-0 e um clipe 

cirúrgico e depois cortada. O coto terminal da ECA foi solto do tecido circundante.  

12. Foram colocados de seguida clipes microvasculares na CCA e na ICA. Uma pequena 

arteriotomia foi realizada com uma tesoura de mola no coto da ECA, distal ao nó solto. 

13. Um monofilamento com ponta de silicone 4-0 foi inserido, gentilmente, no coto da ECA 

em direção à ICA. A sutura de seda solta em volta da ECA foi apertada para evitar 

sangramentos. 

14. Os clipes microvasculares foram removidos da CCA e da ICA de forma a que o filamento 

fosse lentamente avançado até à origem da MCA. A isquemia foi verificada através de 

uma diminuição repentina na fluxometria com o Laser-Doppler.  

15. O temporizador foi iniciado e a isquemia persistiu por 60 minutos.  

16. Para iniciar a reperfusão da MCA, o filamento foi retirado lentamente, o nó de seda foi 

solto e colocou-se um clipe no tronco da ECA para bloquear o fluxo sanguíneo. O início 

da reperfusão foi verificada através de um aumento súbito de fluxo no Laser-Doppler.  

17. A incisão na pele foi fechada com uma sutura de seda 3-0 e o animal foi colocado numa 

gaiola limpa. Os valores do fluxo sanguíneo cerebral (CBF) foram medidos durante o 

intervalo de recuperação. 
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18. Foi administrada por via IP, uma solução salina estéril para conceder uma hidratação ao 

animal durante o período de recuperação. 

4.2. Condições de Isquemia e de Reperfusão 

Depois do monofilamento chegar à extremidade da MCA, a oclusão desta artéria foi mantida 

por 1h nos dois grupos em estudo. Para o caso do grupo que sofre reperfusão (I/R 1h), o 

filamento foi removido com cuidado no final da isquemia deixando a irrigação do cérebro 

acontecer por 1h. No grupo de I 1h, os animais foram sacrificados e só depois o filamento 

removido.  

4.3. Análise do fluxo sanguíneo cerebral 

Para controlar as alterações que ocorrem durante as fases de isquemia e reperfusão, o fluxo 

sanguíneo cerebral cortical foi monitorizado através da fluxometria laser-Doppler (Periflux 

System 4000, Sonda 407, Perimed-Instruments, Estocolmo, Suécia) no território de 

suprimento da MCA direita onde a isquemia foi induzida, antes da oclusão, durante a oclusão 

e alguns minutos após o início da reperfusão. Para isso, conforme explicado anteriormente, 

um pequeno orifício foi realizado 2 mm posteriormente ao bregma e 3,5 mm lateralmente à 

linha média e a sonda micro-Doppler posicionada acima da dura-máter. Os valores basais do 

estado estacionário foram registados antes da oclusão e o fluxo sanguíneo cerebral cortical 

foi medido durante a oclusão e a reperfusão. Através destes valores é possível determinar se 

a intervenção cirúrgica foi bem executada. O fluxo sanguíneo da região da MCA deve ser 

diminuída em cerca de 80% tendo em conta os valores basais iniciais e, por outro lado, a 

reperfusão bem-sucedida é representada pela restauração do fluxo sanguíneo em mais de 

70%, valores estes que devem de ser comparados com os valores basais 126.  

Para cada animal utilizado no estudo foi preenchida uma ficha de extração de dados (Figura 

6) de forma a ser possível controlar qualquer eventualidade durante a intervenção cirúrgica 

como também garantir o conhecimento dos locais de armazenamento das amostras.  
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Figura 6 – Formulário de extração de dados 

4.4. Extração, tratamento e armazenamento das amostras 

Após os animais dos diferentes grupos serem submetidos aos procedimentos cirúrgicos, estes 

foram sacrificados através da remoção do diafragma, seguido de perfusão com tampão 

fosfato-salino (PBS) através do sistema vascular, diretamente no coração, de forma a 

preservar da melhor maneira o tecido de interesse (cérebro) para os estudos posteriores ex 
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vivo 127. Um esquema representativo desde o sacrifício até à perfusão com PBS encontra-se 

na Figura 7. 

 

Figura 7 – Esquema da cirurgia de perfusão. A) incisão através do tegumento e da parede abdominal; B) 

incisão no diafragma; C) corte da caixa torácica e externo; D) incisão na extremidade posterior do ventrículo 

esquerdo; E) perfusão do animal 127 

A perfusão foi dada por completa e validada após o fígado e coração dos animais mostrarem 

uma coloração esbranquiçada. Por conseguinte, o cérebro foi extraído do crânio dos ratos 

com cuidado para que o tecido se mantivesse intacto e foram colocados numa matriz cerebral 

(World Precision Instrument, Hertfordshire, Reino Unido). Uma vez na matriz, os cérebros 

foram cortados em secções coronais de 2 mm de espessura, conforme se verifica pela Figura 

8. As secções de cérebro foram colocadas numa caixa de petri e o hemisfério ipsilateral 

(direito) foi separado do hemisfério contralateral (esquerdo), sendo este último utilizado como 

controlo interno. As amostras foram armazenadas em eppendorfs a -20ºC, e permaneceram 

nestas circunstâncias até uma seguinte intervenção.  

 

Figura 8 – Matriz de cérebros de ratos adultos para cortes cerebrais coronais com 2 mm de espessura 
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4.5. Extração e quantificação de proteínas nos tecidos cerebrais 

4.5.1. Extração de proteínas 

Para se proceder à extração de proteínas dos tecidos, em primeiro lugar foi necessário 

preparar uma mistura do inibidor de protéases com o tampão de lise RIPA (tampão de ensaio 

de radioimunoprecipitação). O tampão de lise RIPA é constituído por: Tris 1M, pH 8,0; EDTA 

0,5M, pH 8,0; NaCl 5M; 10% NP-40; 50% Glicerol; SDS (10%) (final 0,1%); e H2O. Foi 

adicionado 50 µL desta mistura a cada amostra e, posteriormente, todas as amostras foram 

homogeneizadas com pistão motorizado. De seguida, as amostras foram submetidas a 

sonicação (UP100H Hielscher Ultrasound Technology, Alemanha) durante 20 segundos (2 

ciclos de 10 segundos) para se promover a rutura celular. Todo o manuseamento das 

amostras foi realizado em gelo. Após este processo as amostras foram centrifugadas na 

centrifuga (Beckman Coulter Microfuge R Tabletop Centrifuge, USA) durante 10 minutos a 

12000g a 4ºC e, de seguida, o sobrenadante foi retirado para novos eppendorfs e os pellets 

rejeitados.  As amostras foram guardadas a -20ºC até nova intervenção. 

4.5.2. Quantificação de proteínas 

Para se proceder à quantificação das proteínas nos tecidos cerebrais recorreu-se ao ensaio 

da proteína de ácido bicinconínico (BCA) (Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Thermo Fischer 

Scientific, EUA). Este teste mede a formação de Cu+ a partir de Cu2+ através do complexo 

biureto em soluções alcalinas de proteína usando BCA 128. Este método baseia-se num ensaio 

colorimétrico para a quantificação de proteína total na qual, de forma sucinta, duas moléculas 

de BCA quelam para cada ião de Cu+ provocando uma alteração de cor verde para roxo, com 

uma absorvância forte em 562 nm 129.  

As amostras foram diluídas 1:50 com PBS e foram adicionados 10 µL da amostra diluída a 

uma microplaca de 96 poços. Foram realizados duplicados. Posteriormente foi preparada a 

curva-padrão, utilizando solução stock de albumina de soro bovino (BSA) com 2 mg/mL, 

armazenado em temperatura ambiente, de acordo com o descrito na Tabela 1.  

Foram adicionados 10 µL da curva padrão na microplaca. De seguida foi elaborado o “Working 

Reagent” (WR) pela mistura de 50 partes do reagente A do BCA com 1 parte do reagente B 

do BCA (50:1) (Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Thermo Fischer Scientific, EUA). Foi 

adicionado 200 µL do WR a cada poço da microplaca e esta foi agitada por 30 segundos. A 

placa foi coberta com papel de alumínio e foi incubada a 37ºC por 30 minutos. A absorvância 

foi lida a 562nm no leitor de microplaca (Zeiss Axio Scan Z1, Alemanha).  
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Tabela 1 – Dados para a construção da curva padrão 

Eppendorf [BSA] (mg/mL) BSA (µL) PBS (µL) 

G 1500 75 solução stock 25 

F 1000 65 solução stock 65 

E 750 35 solução G 35 

D 500 65 solução F 65 

C 250 65 solução D 65 

B 125 65 solução C 65 

A 5 20 solução B 80 

 

4.6. Western Blot  

O Western Blot  é um método laboratorial que permite a deteção, caracterização e análise de 

proteínas 130–132. Através deste método é possível obter dados semi-quantitativos ou 

quantitativos relativamente a uma determinada proteína através de amostras biológicas 

simples ou complexas 131. O Western Blot , também conhecido por imunoblot, inclui várias 

etapas, nomeadamente: 1) separação de proteínas dependente do peso molecular através de 

eletroforese em gel de dodecil sulfato de poliacrilamida de sódio (SDS-PAGE); 2) 

transferência eletroforética de proteínas dos géis SDS-PAGE para nitrocelulose; 3) deteção 

de proteínas de interesse recorrendo a anticorpos específicos 130,132.  

Para se proceder à análise de proteínas pelo método de Western Blot, em primeiro lugar foi 

necessário preparar o gel SDS-PAGE de acordo com a Tabela 2. Foi ainda adicionado ao 

sistema, o tampão de cátodo (no topo nos poços) e o tampão do ânodo (na tina do aparelho).  

Tabela 2 – Composição do gel de corrida e de concentração da eletroforese 

Solução Stock Gel de Corrida Gel de Concentração 

29:1 Acrilamida / Bisacrilamida 7,24 mL 0,484 mL 

Tris-Cl / SDS, pH 8,45 6,66 mL 1,24 mL 

H2O 3,98 mL 3,276 mL 

Glicerol 2,11 mL - 

10% (w/v) Persulfato de Amónio 200 µL 60 µL 

Tetrametiletilenodiamina (TEMED) 10 µL 6 µL 

As amostras resultantes da extração de proteína foram diluídas e a estas foi adicionado 

tampão de aplicação contendo o azul de bromofenol, seguido de um aquecimento de 100ºC 

durante 5 minutos. Após o aquecimento as amostras foram colocadas em gelo. 

Posteriormente os poços foram preenchidos com as amostras juntamente com o marcador de 

peso molecular e a separação foi feita por cerca de 1-2h a 200V e 100mV. Após este passo 
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as proteínas presentes no gel foram transferidas para a membrana de nitrocelulose, de acordo 

com a seguinte ordem indicada na Figura 9. Para promover a transferência, em primeiro lugar, 

foi adicionado tampão de transferência à tina e a transferência foi feita sobre gelo, a 200V e 

300mA, durante 2 horas. No final da transferência a membrana foi removida e lavada, à 

temperatura ambiente, num recipiente com tampão salino Tris (TBS). A transferência de 

proteínas para a membrana foi verificada utilizando a coloração Amido Black (SIGMA-

Aldrich) antes da etapa de bloqueio.  

 

Figura 9 – Montagem da cassete de transferência no Western Blot  133 

Posteriormente as membranas foram bloqueadas com 5% de leite desnatado, seguida de 

incubação com os anticorpos primários durante a noite a 4ºC. Após este período as 

membranas foram lavadas 3 vezes com solução salina Tris com Tween 0,1% (TBST) e foram 

adicionados os anticorpos secundários conjugados com peroxidase de rábano (Horseradich 

peroxidase – HRP) por 1 hora à temperatura ambiente. A lista de anticorpos utilizados para 

este método encontram-se descritos na Tabela 3. 

Após a incubação com os anticorpos, as membranas foram lavadas três vezes com TBST 

durante 5 minutos e as bandas foram reveladas através da adição de WesternBright Sirius 

(GRISP, Portugal) e visualizadas no equipamento Chemidoc (BioRad).  

Tabela 3 – Anticorpos primários e secundários utilizados no Immunoblotting 

Alvo Diluição Primário Secundário kDa 

GFAP 

1:500 

Mouse anti-GFAP Anti-mouse-HRP 50 

Iba1 Rabbit anti-Iba1 Anti-rabbit-HRP 17 

pGSK3β Goat anti-pGSK3β Anti-goat-HRP 47 

pAkt Rabbit anti p-Akt Anti-rabbit-HRP 60 

β-Actina Mouse anti B-Actin Anti-mouse-HRP 42 
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4.7. Isolamento de RNA 

Para determinar os níveis de expressão de diversos genes de interesse, os tecidos cerebrais 

foram submetidos a uma homogeneização em que foi adicionado 250µL de Ribozol (VWR Life 

Science RiboZol™ RNA Extraction Reagent, Invitrogen, Carlsbad, EUA) a cada amostra, 

seguido de homogeneização através de pistão motorizado. O Ribozol é uma solução de fenol 

de fase única usada para o isolamento do ácido ribonucleico (RNA) total. A homogeneização 

inibe diretamente a atividade de ribonuclease (RNase) para minimizar substancialmente a 

degradação de todas as classes de RNA 134.  

Assim que o tecido se encontrava completamente homogeneizado procedeu-se à separação 

de fases, para tal, de forma a garantir a dissociação completa dos complexos de 

nucleoproteínas, as amostras foram incubadas por 5 a 10 minutos à temperatura ambiente. 

De seguida foi adicionado 50µL de clorofórmio a cada amostra para promover a separação 

adequada da fase orgânica e da fase aquosa 135 seguido de uma agitação vigorosa por 15 

segundos para misturar e as amostras foram incubadas por 2 a 3 minutos à temperatura 

ambiente. Após a incubação os tubos foram centrifugados (Beckman Coulter Microfuge R 

Tabletop Centrifuge, USA) a 12000g por 15 minutos a 4ºC na qual, após a centrifugação, 

devem ser evidentes três fases: 1) vermelho inferior referente à fase fenol-clorofórmio, 

contendo as proteínas; 2) uma interfase branca, contendo o ácido desoxirribonucleico (DNA); 

e 3) uma fase aquosa superior incolor em que se encontra exclusivamente o RNA. Com 

cuidado foi removida a fase aquosa superior líquida para novos tubos eppendorf. Não se deve 

remover toda a camada aquosa para evitar contaminação com proteínas, DNA, lípidos e 

carboidratos que surgem como resíduos de material floculante na interface 134.  

Posteriormente para se proceder à precipitação de RNA foi adicionado aos novos tubos 125µL 

de isopropanol seguido de uma incubação por 10 minutos à temperatura ambiente e, em 

seguida, centrifugação (Beckman Coulter Microfuge R Tabletop Centrifuge, USA) a 12000g 

por 15 minutos a 4ºC. Após a centrifugação um pellet branco ou semelhante a gel de RNA 

precipitado deve-se formar ao longo da lateral e do fundo do tubo. O tamanho do pellet 

dependerá da quantidade de material de partida. Um pellet de RNA muito puro pode ser quase 

transparente e difícil de ver 134. 

A obtenção do pellet foi sucedida por uma lavagem na qual, em primeiro lugar, o sobrenadante 

foi removido cuidadosamente sem comprometer o pellet de RNA. O pellet foi lavado uma vez 

com 250µL de etanol 75% preparado com água livre de RNase, seguido de agitação no vortex 

e centrifugação (Beckman Coulter Microfuge R Tabletop Centrifuge, USA) a 12000g por 5 

minutos a 4ºC.  
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Por fim, após remoção do etanol e secagem do pellet ao ar por 5 a 10 minutos, este foi 

dissolvido em 20µL de água livre de RNase (após tratamento com DEPC – 

dietilpirocarbonato). Os rendimentos e a pureza de RNA foram determinados através da leitura 

da concentração de RNA, a uma absorvância de 260nm, através do espectrofotómetro 

Nanodrop ND-100 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, EUA).  

4.8. Síntese de cDNA 

Para obtenção do DNA complementar (cDNA), as amostras de RNA foram ajustadas a uma 

concentração de 1000ng/µL usando água livre de RNase, seguido de adição de 10µL de 

Mastermix (Xpert cDNA Synthesis Mastermix Kit, GRiSP Research Solutions, Portugal) a cada 

amostra. De seguida, as amostras foram aquecidas a 65ºC por 5 minutos, através do 

termociclador (Biometra Thermocycler T-Gradient ThermoBlock, Alemanha), seguida de 2 

minutos a 4ºC.  

Posteriormente foi adicionado 1µL de RTase (200U/ µL, Xpert cDNA Synthesis Mastermix Kit, 

GRiSP Research Solutions, Portugal) a cada amostra, cada tubo foi bem misturado e foi 

brevemente centrifugado (Microfuge VWR Galaxy 14D, EUA) para ser submetido novamente 

ao termociclador, consoante os seguintes parâmetros: 

→ 10 min a 25ºC 

→ 15 min a 50ºC 

→ 5 min a 85ºC 

→ Manter a 4ºC 

Finda a síntese do cDNA, este foi armazenado a -20ºC até intervenção futura.  

4.9. Reação em cadeia da polimerase em tempo real (qRealTime-PCR) 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) é um método utilizado para a deteção, amplificação 

e quantificação da expressão genética em tempo real através da emissão de fluorescência 

136–138. Este ensaio utiliza uma enzima para sintetizar uma cadeia de cDNA à cadeia utilizada 

como molde, sendo possível a amplificação de milhões de cópias idênticas a partir de uma 

pequena quantidade de DNA inicial 138. A enzima inicia a síntese da nova cadeia de DNA a 

partir do local de hibridação dos primers com a sequência alvo. Esta enzima apresenta uma 

atividade exonucleotídica de 5’ para 3’, pelo que quando deteta a sonda cliva-a, sendo 

possível assim detetar a emissão de fluorescência 138.  

Para decorrer o qRealTime-PCR, as amostras de cDNA foram diluídas 1:4 com água livre de 

RNase. Depois a master mix foi preparada contendo os primers “forward” e “reverse” 



Materiais e Métodos 

31 
 

presentes na Tabela 4, que foram diluídos para uma concentração final de 300 ng e o reagente 

SYBRGreen GRISP.  

Tabela 4 – Lista de pares de primers utilizados para o qRealTime-PCR 

Primer Host Forward Reverse 

TNF-α 

Mouse 

TACTGAACTTCGGGGTGATTGGTCC CAGCCTTGTCCCTTGAAGAGAACC 

IL-1β CAGGCTCCGAGATGAACAAC GGTGGAGAGCTTTCAGCTCATA 

IL-10 GGTGGAGAGCTTTCAGCTCATA GCAGCTCTAGGAGCATGTGG 

iNOS ACCCACATCTGGCAGAATGAG AGCCATGACCTTTCGCATTAG 

b-Actin 

Rat 

GCTCCGGCATGTGCAA AGGATCTTCATGAGGTAGT 

Syn TCAGGACTCAACACCTCAGTGG AACACGAACCATAAGTTGCCAA 

S100B TGTAGACCCTAACCCGGAGG TGCATGGATGAGGAAGGCAT 

Arg CTTGGCTTGCTTCGGAACTC GGAGAAGGCGTTTGCTTAGTTC 

 

Na placa de 384 poços de PCR foi adicionado a cada poço 2µL do cDNA diluído e 6µL da 

master mix. A placa foi submetida a um spin down na centrífuga (Eppendorf Centrifuge 

5810/5810 R, Alemanha) e procedeu-se à qRealTime-PCR, de acordo com as seguintes 

condições descritas na Tabela 5. O qRealTime-PCR foi realizado num sistema de deteção de 

PCR em tempo real (QuantStudio 7 Flex Real-Time PCR System, Applied Biosystem, Madrid, 

Espanha). 

Tabela 5 – Etapas do processo de qRealTime-PCR 

Etapas do Processo Configurações 

 50ºC, 2 minutos 

Ativação da Polimerase / Desnaturação 95ºC, 2 minutos 

Amplificação 

40 ciclos de amplificações em: 

95ºC, 5 segundos 

62ºC, 30 segundos 

Análise da curva de fusão Sim 

As concentrações relativas de mRNA foram calculadas recorrendo à modificação de Pfaffl da 

equação ΔΔCT, em que CT diz respeito ao número do ciclo no qual a fluorescência passa o 

limiar de deteção. Adicionalmente, os resultados foram padronizados para o gene β-actina na 

mesma amostra. A quantidade inicial de cada ensaio foi determinada como a expressão 

relativa pela fórmula seguinte: 2-ΔΔCT. O ΔCT é o valor obtido para cada amostra realizando a 

diferença entre o valor médio de CT de cada gene de interesse e o valor médio de CT de β-

actina. O ΔΔCT de uma amostra é a diferença entre seu valor de ΔCT e o ΔCT da amostra 

escolhida como controlo 139. 
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4.10. Análise Estatística 

A análise estatística foi realizada através do software GraphPad Prism versão 7.0. Os dados 

paramétricos foram analisados usando o teste de análise de variância simples (ANOVA) para 

comparações únicas entre grupos e os dados não paramétricos foram submetidos ao teste de 

comparações múltiplas de Tukey. Os dados são apresentados como média ± desvio-padrão 

da média (SEM).
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5. Resultados e Discussão de Resultados 

Após o evento isquémico são iniciados vários processos bioquímicos que atuam como 

resposta ao dano do tecido, nos quais as células do SNC desempenham um papel importante.  

Neste projeto foi então desenvolvido, em primeiro lugar, o modelo in vivo de MCAO em ratos 

Wistar na qual estes foram divididos em dois grupos distintos, nomeadamente o grupo de 

animais submetidos a 1h de isquemia (I 1h) e o grupo de animais submetidos a 1h de isquemia 

seguida de 1h de reperfusão (I/R 1h). De facto, o modelo in vivo de MCAO, é um modelo 

animal que se assemelha bastante ao AVCi, no entanto é necessário ter em consideração 

que o modelo não imita totalmente a doença 119. Durante toda a cirurgia o fluxo sanguíneo 

cerebral cortical foi monitorizado, o que nos permitiu verificar se a isquemia foi bem-sucedida.  

Após a intervenção cirúrgica os cérebros foram recolhidos e os hemisférios direito (ipsilateral) 

e esquerdo (contralateral) foram separados e congelados para posteriores análises ex vivo. 

Na componente ex vivo procurou-se caracterizar a expressão das células da microglia e 

astrócitos em ambiente de isquemia e em ambiente de reperfusão, procurando perceber as 

alterações que ocorreram nos diferentes períodos em comparação com os controlos internos. 

Suplementarmente também se tentou compreender a expressão de mediadores inflamatórios 

e proteínas sinápticas nos dois ambientes.  As avaliações dos perfis celulares destas células 

em diferentes janelas de tempo ainda não tinham sido estudadas, desse modo este estudo 

apresenta uma grande relevância para se compreender a melhor altura de uma possível 

administração terapêutica. Neste momento, a única terapêutica recomendada para doentes 

com AVCi são os trombolíticos, no entanto, estes fármacos apenas apresentam uma relação 

benefício-risco favorável numa janela de tempo muito curta 35–37 e como tal é importante 

estudar as alterações celulares em diferentes períodos. 

Sabe-se que após o evento isquémico são desencadeados vários mecanismos de forma a 

agravar ou a atenuar a lesão isquémica 59, desde a ativação de células gliais até à 

formação/libertação de citocinas e quimiocinas 60–62. Por outro lado, também é conhecido que 

durante a devolução de sangue ao cérebro são libertadas ROS que danificam ainda mais o 

tecido cerebral 15,41. Estes mecanismos provocam uma sobre-expressão de proteínas até se 

encontrar o equilíbrio.  
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5.1. A isquemia seguida de reperfusão aumentou a expressão de TNF-α 

enquanto a isquemia isolada como também a isquemia-reperfusão inibiram 

a expressão de IL-10 

Começou-se por estudar os marcadores indicativos de inflamação, nomeadamente o TNF-α, 

IL-1β e IL-10. O TNF-α é uma citocina pró-inflamatória 99 e os resultados presentes na Figura 

10 sugerem que o TNF-α atuou como uma resposta rápida à lesão.  

 

Figura 10 – Avaliação da inflamação cerebral. A inflamação cerebral foi avaliada pela expressão de mRNA 

dos marcadores pró-inflamatórios (TNF-α e IL-1β) e anti-inflamatório (IL-10), através de qRealTime-PCR, nos 

hemisférios da lesão (Ipsilaterais – Ipsi) dos grupos de I 1h e I/R 1h em comparação com o hemisfério 

contralateral respetivo. A isquemia-reperfusão aumentou a expressão de TNF-α e diminuiu os níveis de IL-10 na 

região lesada. Os resultados são apresentados como a média±SEM. O significado estatístico foi avaliado por 

teste ANOVA com teste de comparações múltiplas de Tukey (*p<0,05 vs. Hemisfério Contralateral respetivo) 
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Na verdade, é relatado na literatura que o TNF-α é uma das primeiras citocinas a surgirem 

como resposta inflamatória ao dano cerebral isquémico 140. Os nossos resultados sugerem 

que há uma expressão mais elevada de TNF-α na região lesada em comparação com os 

respetivos hemisférios contralaterais e ainda uma maior tendência da sua expressão perante 

o cenário de reperfusão (~3,5 fold). Na realidade, esta citocina é descrita na literatura como 

sendo altamente expressa após o dano isquémico, assim como se verificou no nosso projeto. 

Todavia, o aumento da expressão génica deTNF-α é descrito como mais evidenciado a partir 

de 6 a 12 horas após o início dos sintomas de AVC 99,100,140.  

A IL-1β é também uma citocina responsável pelo agravamento da lesão cerebral, ou seja, 

desempenha um papel pró-inflamatório 103. Contudo, os nossos resultados (Figura 10) deste 

marcador inflamatório não foram conclusivos, sendo necessário uma amostra maior para se 

retirar qualquer conclusão dos mesmos, bem como um estudo mais alargado no que concerne 

a janela de tempo. No entanto, apesar de ser escassa a informação recente na literatura, um 

estudo desenvolvido por Pawluk e colegas observaram que a expressão de mRNA de IL-1β 

é detetado dentro de 3-6 h após a isquemia cerebral 141. Por outro lado, Luheshi et al. afirmam 

que a IL-1β atinge o pico de expressão depois de 2h no córtex de rato 142. Num estudo mais 

recente, desenvolvido por Woodcock e a sua equipa, é relatado que a expressão de IL-1β só 

foi verificada após 4h do início da reperfusão 143. Nos três estudos foi verificado o pico de 

expressão de IL-1β em janelas de tempo que o nosso projeto não abordou, o que pode 

justificar os nossos resultados não terem evidenciado uma sobre-expressão deste gene.  

A IL-10 é caracterizada como sendo uma citocina anti-inflamatória, por isso atua no cérebro 

de forma a protegê-lo 120. De acordo com os resultados representados na Figura 10, a região 

lesada tem uma tendência de diminuição da expressão de IL-10 no grupo de I 1h (~ 0,2 fold) 

e uma diminuição significativa no grupo de I/R 1h (~ 0,4 fold) em comparação com o hemisfério 

contralateral respetivo. De facto, a IL-10 apresenta a capacidade de proteger o cérebro, 

reduzindo o dano do tecido 144. Contudo, os nossos resultados não permitem inferir essa 

informação, porque a janela de tempo em estudo, isto é, 1h de isquemia e 1h de reperfusão, 

não é extensa o suficiente para que seja possível visualizar, por completo, estes mecanismos 

anti-inflamatórios. Na verdade, após o insulto isquémico, as células gliais são ativadas 

gradualmente dentro de horas, libertando à medida que são ativadas estes mediadores 

indicativos da inflamação 60, sendo por isso difícil de retirar conclusões através dos resultados 

da Figura 10.  

Devido à situação aguda a que o tecido cerebral é submetido, quer por isquemia, quer por 

reperfusão, os nossos resultados sugerem que existe uma maior expressão de mediadores 

inflamatórios do que anti-inflamatórios, ou seja, com o período de tempo em que a experiência 
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decorreu, o organismo atua de forma a agravar a lesão cerebral. Deste modo, é necessário a 

realização de mais estudos, com um espectro de tempo mais alargado e uma amostra maior, 

para que seja possível observar os mecanismos na sua totalidade e os resultados 

apresentarem significância.   

5.2. Redução dos marcadores sinápticos evidenciam lesão neuronal após 

isquemia e isquemia-reperfusão 

Através do método de qRealTime-PCR foi também avaliado o nível de expressão dos 

marcadores de sinaptogénese, PSD-95 e Syn. Os nossos resultados (Figura 11) indicam que 

houve uma perda de Syn, bem como da PSD-95. Ainda mais se pode inferir que a expressão 

de ambas as proteínas sinápticas mantiveram-se relativamente iguais, quer do grupo de I 1h, 

como para o grupo de I/R 1h (~0,5 fold, pelo menos p<0,01), sugerindo um dano sináptico 

rápido após a isquemia. Na realidade, após o AVC dá-se gradualmente o dano e perda 

neuronal, evento este que afeta a função sináptica e a transdução de sinais sinápticos 107,145, 

pelo que é natural a observação progressiva da diminuição da expressão destes dois 

marcadores à medida do tempo. 

 

Figura 11 – A isquemia e isquemia-reperfusão promovem a perda de marcadores sinápticos. Perda de 

expressão génica de proteínas envolvidas na formação de sinapses evidenciada pela redução da expressão de 

mRNA dos marcadores de sinaptogénese (PSD-95 e Syn), por qRealTime-PCR, nos hemisférios da lesão 

(Ipsilaterais – Ipsi) dos grupos de I 1h e I/R 1h em comparação com o hemisfério contralateral respetivo. O 

significado estatístico foi avaliado por teste ANOVA com teste de comparações múltiplas de Tukey (**p<0,01, 

***p<0,001 vs. Hemisfério Contralateral respetivo) 
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5.3. A isquemia-reperfusão diminuiu a expressão de Iba1 na região lesada e 

aumentou a expressão de GFAP na região ilesa 

Em simultâneo com a análise de qRealTime-PCR foi também realizado um Western Blot para 

determinar a densidade das células gliais (microglia e astrócitos). No que diz respeito às 

células microgliais (Figura 12) houve uma tendência de perda de células da microglia no 

hemisfério ipsilateral, conforme observado por uma expressão proteica reduzida de Iba1, 

nomeadamente no grupo I/R 1h (~ 0,4 fold), indicando que a reperfusão poderá aumentar este 

dano.  

 

Figura 12 – A isquemia-reperfusão diminui a expressão de microglia. Perda das células da microglia pela 

redução da expressão proteica de Iba1 na isquemia-reperfusão, por Western Blot. Diminuição da expressão de 

mRNA de iNOS e ausência de expressão génica de Arg nos hemisférios da lesão (Ipsilaterais – Ipsi) dos grupos 

de I 1h e I/R 1h em comparação com o hemisfério contralateral respetivo, por qRealTime-PCR. Os resultados 

são apresentados como a média±SEM. O significado estatístico foi avaliado por teste ANOVA com teste de 

comparações múltiplas de Tukey 
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Os nossos resultados sugerem ainda uma diminuição da expressão génica de iNOS em 

ambos os grupos (~0,6 fold – I 1h; ~0,7 fold – I/R 1h), concordante com a perda de microglia. 

No entanto, relativamente à expressão génica de Arg, não foi verificada uma diferença 

relevante de um grupo para o outro. Na verdade, as células da microglia são os macrófagos 

residentes e são consideradas como a primeira linha de defesa contra lesões no SNC. De 

facto, a microglia é ativada pouco tempo depois do insulto isquémico e é recrutada para agir 

no local da lesão 146–148. No entanto, após a isquemia, o pico de proliferação da microglia 

ocorre entre 48 a 72h durando algumas semanas após a lesão inicial 60. Adicionalmente, um 

estudo presente na literatura relata que a microglia responde à perda de sinalização dos 

neurónios e, a partir das 24h após o insulto isquémico, estas células tornam-se hipertróficas, 

apresentando corpos celulares aumentados. Por outro lado, após 48h desde o AVC, a 

microglia adota uma forma mais arredondada, semelhante a ameboide 149, pelo que justifica 

não ser possível observar através dos nossos resultados o recrutamento das células da 

microglia nem a mudança de fenótipo durante a janela de tempo em estudo. 

Relativamente aos astrócitos, os resultados presentes na Figura 13 sugerem uma diminuição 

da expressão proteica de GFAP no grupo de I/R 1h (~0,8 fold), em comparação com o 

hemisfério contralateral que, por sua vez, evidenciou um aumento de GFAP no grupo I/R 1h 

(~1,6 fold). Estes dados sugerem o recrutamento dos astrócitos em resposta à região que 

sofreu a lesão isquémica. 

Além disso, é evidenciado pelos nossos resultados (Figura 13) uma tendência na redução da 

expressão génica da proteína S100B em ambos os grupos em estudo. Na realidade, os 

astrócitos estão encarregues de regular o fluxo sanguíneo, o equilíbrio iónico e apresentam 

funções antioxidantes e, após o insulto isquémico, são ativados e envolvem-se no processo 

inflamatório através da secreção de substâncias neurotóxicas que colaboram para a o 

agravamento da área isquémica 150,151. De acordo com o descrito na literatura, os astrócitos 

tornam-se reativos dentro do período de 48h a 1 semana após o AVC e formam uma cicatriz 

glial ao redor do núcleo da região isquémica no espaço de 2 semanas 152. Estes resultados 

indicam mais uma vez que o nosso estudo não engloba estas janelas de tempo mais extensas 

para que seja possível verificar a expressão dos marcadores celulares. 
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Figura 13 – A isquemia-reperfusão altera a astrogliose na zona de lesão. Diminuição da expressão proteica 

de GFAP na região de lesão e aumento da expressão de GFAP na região ilesa verificada por Western Blot. 

Região lesada apresenta redução da expressão de mRNA de S100B, nos hemisférios da lesão (Ipsilaterais – 

Ipsi) dos grupos de I 1h e I/R 1h em comparação com o hemisfério contralateral respetivo por qRealTime-PCR. 

Os resultados são apresentados como a média±SEM. O significado estatístico foi avaliado por teste ANOVA com 

teste de comparações múltiplas de Tukey 

Quer os resultados referentes à microglia (Figura 12), quer os resultados respetivos aos 

astrócitos (Figura 13), sugerem que o hemisfério contralateral responde ao insulto isquémico 
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através da ativação/estimulação de células para atuar no hemisfério ipsilateral (região lesada). 

Os nossos resultados sugerem ainda que também pode estar a ocorrer a perda celular, o que 

significa que se existe destruição celular não é possível observar a capacidade de 

expressão/resposta dos marcadores celulares e moleculares em causa. Assim, considerando 

a janela de tempo em estudo, há uma tendência de o organismo atuar de forma a agravar o 

dano cerebral, porém é imprescindível uma investigação mais aprofundada, com intervalos 

de tempo mais longos, para poder examinar plenamente os mecanismos celulares. 

5.4. A isquemia-reperfusão aumenta a expressão de pAkt na região ilesa e 

diminuição da pGSK-3β na região lesada 

Por fim, foi avaliado por Western Blot a expressão dos níveis de fosforilação de resíduos 

específicos da Akt e da GSK-3β, que se relacionam indiretamente com os seus níveis de 

atividade. A proteína Akt, quando ativada, encontra-se fosforilada no resíduo de serina 473, 

podendo, deste modo, fosforilar a GSK-3β na serina 9, inibindo a atividade desta 153.  

Relativamente à proteína Akt, os resultados (Figura 14) mostram uma tendência de aumento 

da sua expressão em ambiente de reperfusão (~1,8 fold) no hemisfério contralateral, o que é 

inibido quando comparado com o hemisfério ipsilateral respetivo (~1,0 fold). No entanto, os 

níveis de expressão proteica mantiveram-se praticamente iguais durante o período de 

isquemia e durante o período de reperfusão, olhando apenas para os hemisférios com lesão. 

É factual que a ativação da Akt permite a redução da apoptose neuronal, como também a 

atenuação do dano cerebral 95, pelo que os resultados sugerem que o hemisfério contralateral 

sobre-expressa esta proteína possivelmente para compensar o hemisfério ipsilateral.  

Por outro lado, acerca da pGSK-3β, os resultados presentes na Figura 14 sugerem uma 

diminuição da expressão desta proteína para o grupo de I/R 1h (~0,4 fold), não havendo 

alterações significativas no grupo de I 1h em comparação com o seu respetivo hemisfério 

contralateral. A GSK-3β é conhecida por estar relacionada com o metabolismo energético 

celular e no desenvolvimento neuronal. Assim, a sua sobre-expressão desencadeia uma 

cascata de sinalização celular que leva a danos neuronais irreparáveis 154. Devido à janela de 

tempo utilizada neste projeto estamos perante somente destruição celular, pelo que é difícil 

relacionar a expressão desta proteína com a cascata de sinalização referida.  
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Figura 14 – A isquemia-reperfusão aumenta a expressão proteica de pAkt na região ilesa e diminui a 

expressão proteica de pGSK-3β na região lesada. A expressão destes marcadores foi avaliada por Western 

Blot nos hemisférios da lesão (Ipsilaterais – Ipsi) dos grupos de I 1h e I/R 1h em comparação com o hemisfério 

contralateral respetivo. Os resultados são apresentados como a média±SEM. O significado estatístico foi 

avaliado por teste ANOVA com teste de comparações múltiplas de Tukey 
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Tendo em consideração os resultados apresentados neste projeto, depreende-se que a janela 

de tempo utilizada é demasiado curta para se obter resultados mais específicos que permitam 

identificar possíveis alvos terapêuticos e determinar qual a melhor fase para a administração 

de um promissor fármaco. Não obstante, foi possível compreender o comportamento das 

células do SNC durante esta fase da doença do AVC pelo que, para futuros estudos, já será 

exequível uma abordagem mais consistente. 
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6. Conclusões 

O AVC é considerado uma das principais causas de morte no mundo e encontra-se em 

primeiro lugar como responsável pela invalidez permanente. A isquemia cerebral resulta na 

obstrução de um vaso sanguíneo o que provoca a escassez de fluxo sanguíneo ao cérebro, 

levando assim a uma inflamação. Esta inflamação desencadeia uma cascata de eventos 

bioquímicos que provoca a morte dos neurónios. Na realidade, durante o dano isquémico, as 

células do SNC são ativadas, nomeadamente a microglia e astrócitos, o que provoca um 

agravamento ou atenuação da lesão cerebral.  

Os trombolíticos são a única terapêutica aprovada e recomendada para o tratamento de 

doentes com AVCi, no entanto, como apresentam algumas limitações, não podem ser 

administradas em todos os doentes.  Assim, este estudo surgiu no sentido de compreender 

melhor o papel dos vários tipos de células do SNC para que se possa desenvolver outras 

investigações tendo como base o comportamento das células cerebrais e desenhar novas 

abordagens terapêuticas para a isquemia cerebral mais adequadas e com uma janela de 

tempo de administração mais acessível a todos os seus doentes.  

Neste projeto foi desenvolvido o modelo in vivo de MCAO em ratos Wistar, que foram divididos 

em dois grupos: grupo de isquemia de 1h e grupo de isquemia-reperfusão de 1h. Após a 

intervenção cirúrgica, seguida do isolamento do cérebro dos animais, foi realizado um estudo 

ex vivo dos tecidos cerebrais em ambiente de isquemia e em ambiente de reperfusão. Para 

tal, recorreu-se aos métodos de Western Blot e de qRealTime-PCR para determinar a 

expressão da microglia e astrócitos (GFAP, S100B, Iba1, Arg, iNOS), como também a 

expressão de mediadores inflamatórios (TNF-α, IL-1β, IL-10) e sinaptogénicos (PSD-95, Syn) 

e ainda de proteínas intervenientes ao longo da patologia (Akt, GSK-3β) em ambiente de 

isquemia e em ambiente de reperfusão. 

Os nossos resultados sugerem que o TNF-α apresenta uma maior expressão no grupo de 

reperfusão (I/R 1h) (~ 3,5 fold) e, apesar de os resultados respetivos ao IL-1β serem 

inconclusivos, existe uma diminuição dos níveis de IL-10 na fase de isquemia e de isquemia-

reperfusão do hemisfério afetado (~ 0,2 fold – I 1h; ~ 0,4 fold - I/R 1h). Considerando a janela 

de tempo estudada neste projeto, estes resultados sugerem que existe um aumento dos 

marcadores pró-inflamatórios e diminuição dos marcadores anti-inflamatórios, o que significa 

que a inflamação está presente durante as fases em estudo e que esta desempenha um papel 

importante no dano cerebral.  
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Ademais, foi observado que há uma diminuição semelhante dos marcadores de 

sinaptogénese (Syn e PSD-95), quer na fase de isquemia, quer na fase de reperfusão (~ 0,5 

fold), o que sugere que ocorreu um rápido dano na transmissão sináptica após o período de 

isquemia. Este rápido dano na transmissão de sinapses vai de encontro à fisiopatologia da 

doença em questão, isto é, durante o AVC, o primeiro evento que ocorre, é a perda gradual 

dos neurónios.  

Além disso, foi verificada uma tendência de destruição das células gliais do SNC durante a 

janela temporal em estudo. No caso das células da microglia foi verificada uma tendência de 

redução no tecido lesionado do grupo de reperfusão, através da redução da expressão de 

Iba1 (~ 0,4 fold). Por outro lado, no caso dos astrócitos, manifestou-se um aumento de GFAP, 

também no grupo de reperfusão (~ 1,6 fold), no entanto, desta vez, no hemisfério contralateral, 

o que sugere que o organismo poderá estar a recrutar células do hemisfério ileso para atuar 

na região afetada. Com estes resultados foi possível determinar o comportamento das células 

durante os períodos de 1h de isquemia e 1h de reperfusão, concluindo-se assim que nesta 

janela de tempo existe apenas destruição celular associada ao insulto isquémico. 

Com estes resultados conclui-se que o período de tempo em análise neste projeto é 

insuficiente para visualizar alterações notórias nas células do SNC como também a expressão 

de marcadores inflamatórios e de proteínas intervenientes durante o insulto isquémico. Na 

verdade, se estamos perante o fenómeno de perda celular durante o período imposto, é 

evidente que é perdida a capacidade de expressão/resposta à lesão do tecido cerebral. 

Independentemente disso, foi verificado que o organismo apresenta uma tendência a atuar 

de modo a piorar a lesão no tecido cerebral.  

O número reduzido da amostra (n) de animais neste projeto implicou que os resultados obtidos 

não fossem significativos. Apesar deste fator ser uma das grandes limitações deste projeto, 

os resultados provenientes deste estudo são importantes para o desenvolvimento de 

investigações futuras. Com este trabalho é agora conhecido que o período de tempo em 

estudo é demasiado curto para investigar alvos terapêuticos. Além disso, a janela de tempo 

em estudo impede a delimitação de uma margem de tempo para uma possível terapia 

direcionada ao processo inflamatório, desenhado com o objetivo de reduzir o dano cerebral 

fruto da consequência da lesão causada pela isquemia-reperfusão. 
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7. Futuras abordagens 

Os resultados obtidos neste projeto de investigação são classificados e interpretados como 

resultados preliminares, pelo que é conveniente outras abordagens para se compreender, de 

forma mais efetiva, os papéis dos vários tipos de células do SNC em ambiente de isquemia-

reperfusão. A compreensão dos papéis das células em questão é fulcral para a otimização de 

novos estudos de abordagens farmacológicas. Deste modo, como possíveis futuras 

abordagens, tem-se: 

→ Estudos com um maior número de animais; 

→ Estudos imunohistoquímicos das proteínas intervenientes nas vias de inflamação; 

→ Estudo das alterações celulares do SNC, bem como estudo de diferentes mediadores 

inflamatórios, proteínas intervenientes e marcadores sinápticos em outros tempos de 

reperfusão, pelo menos até 48h de reperfusão; 

→ Estudo comportamental e cognitivo em modelo in vivo nos diferentes tempos de 

reperfusão e recuperação; 

→ Abordagem farmacológica que atue sobre as células gliais, diminuindo a sua ativação; 

→ Abordagem farmacológica que confira uma maior janela de tempo do que o tratamento 

já existente (trombolíticos). 

Deste modo, traçando um projeto com este perfil, será provável obter resultados mais 

concretos e promitentes relativos às alterações que ocorrem nas células do SNC após o 

evento isquémico associado ao AVC. 
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