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RESUMO 

LICOPENO DIMINUI A LESÃO CEREBRAL ISQUÊMICA POR INIBIÇÃO 

DA INFLAMAÇÃO EM CAMUNDONGOS 

O acidente vascular Cerebral (AVC) resulta da interrupção aguda do fluxo sanguíneo aos 

tecidos cerebrais, ocasionando decréscimo de oxigênio e glicose para os tecidos e 

consequentemente em perda rápida da função neurológica. É a segunda principal causa de morte 

no mundo e uma das principais causas de incapacidade física. O licopeno é um membro da 

família dos carotenoides e têm demonstrado atividade antioxidante, anti-inflamatória e anti-

apoptótica. O objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos do licopeno sobre o dano neuronal, 

déficits de memória e resposta inflamatória de camundongos submetidos à isquemia cerebral 

focal permanente induzida por oclusão da artéria cerebral média(pMCAO). Foram utilizados 

156 camundongos Swiss, divididos em 7 grupos: 1. falso-operado, 2. falso-operado tratado com 

licopeno (20 mg/kg), 3.isquemiados pMCAO, 4. pMCAO tratados com licopeno (2 mg/kg), 5. 

pMCAO tratados com licopeno na dose de 10 mg/kg e 6. pMCAO tratados com licopeno (20 

mg/kg). pMCAO tratados com licopeno (40 mg/kg) . O licopeno foi administrado via oral 2 h 

após a indução de pMCAO e uma vez ao dia durante 4 dias. O dano isquêmico foi avaliado 

através da coloração com TTC e o da avaliação neurológica. O licopeno diminuiu 

ssignificativamente a área de infarto e o desempenho sensório-motor dos animais (20 mg/kg). A 

atividade locomotora foi avaliada através do teste de campo aberto. Os animais isquemiados 

apresentaram diminuição da exploração vertical e o licopeno reverteu essas alterações. Os 

animais isquemiados apresentaram déficits de memória de trabalho, episódica, espacial e de 

aversiva e o tratamento com licopeno (20 mg/kg), preveniu significativamente esses déficits. A 

neuroinflamação foi avaliada através da avaliação da astrogliose (GFAP) microgliose (iba 1) e 

TNF-α e através da expressão de NF-κB. Também foi avaliada a ação do licopeno sobre as 

proteínas sinápticas e de expressão de GSK-3β. O licopeno diminuiu a ativação do GFAP no 

córtex, de TNF-α e de NF-κB no córtex e estriado e não interfere na proteína sináptica 

(sinaptofisina). O licopeno possui atividade neuroprotetora provavelmente devido a sua ação 

anti-inflamatória. Nosso estudo fornece evidência experimental acerca do uso do licopeno no 

tratamento da isquemia cerebral. 

Palavras-chave: Isquemia cerebral focal permanente, Licopeno, neuroinflamação. 
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ABSTRACT 

 

LYCOPENE DECREASES ISCHEMIC BRAIN INJURY FOR INHIBITION OF  

INFLAMMATION IN MICE 

 

Ischemic cerebrovascular accident results from reduced blood supply to brain tissue, resulting in 

deprivation of glucose and oxygen characterized by rapid loss of neurological function. Stroke 

it’s the second leading cause of death and the first cause of disability worldwide. Lycopene is a 

member of the carotenoid family of phytochemicals and has been demonstrated to be effective 

in anti-oxidative stress, anti-inflammatory and antiapoptotic reaction in the models of 

neurodegenerative diseases. The aim of this work was study the effect of lycopene in the 

neuronal damage, memory deficits and neuroinflammatory response in mice subjected to 

experimental model of focal cerebral brain ischemia by occlusion of middle cerebral artery 

(pMCAO). One hundred and fifty-six animals were divided into 7 groups as following: 1. sham-

operated, 2. sham-operated treated with lycopene (20 mg/kg v.o.), 3. ischemic animals 

(pMCAO), 4. ischemic animals treated with lycopene at 2 mg/kg p.o., 5. ischemic animals 

treated with lycopene at 10 mg/kg p.o., 6. ischemic animals treated with lycopene at 20 mg/kg 7 

ischemic animals treated with lycopene at 40 mg/kg p.o. Lycopene treatment were initiated 2 h 

after pMCAO induction once a day in 4 days following. The effect on ischemic damage was 

assessed by TTC staining and sensorimotor damage through the neurological evaluation scale. 

Lycopene decreased the area of ischemic infarction and improved the sensory-motor 

performance of the animals at 20 mg/kg. The locomotor activity was evaluated through the open 

field test. The ischemic animals presented increased number of crossings and decreased number 

of rearings and lycopene reversed these changes at 20 mg/kg. The pMCAO produced deficits in 

operational memory, episodic memory, spatial memory and aversive memory and the treatment 

with lycopene (20 mg/kg) prevented memory deficits. The role of neuroinflammation was 

assessed through the evaluation of astrogliosis (GFAP) and the expression of TNF-α and NF-

κB. The action of lycopene on synaptogenesis and GSK-3B expression was also evaluated. 

Lycopene decreased inflammation by decreasing GFAP in the cortex, TNF-α and NF-κB in the 

cortex and striatum and has no effect on synaptogenesis. The results of this study suggest that 

lycopene has neuroprotective activity probably due to its effect against neuroinflammation. Our 

study provides experimental evidence for using lycopenein the treatment of cerebral ischemia.                 

 

Key-word: Cerebral ischemia, Neuroinflammation, Lycopene 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1. Acidente vascular cerebral (AVC) 

 

O Acidente vascular cerebral (AVC) é definido, de acordo com a Organização 

Mundial de Saúde (OMS), como uma lesão cerebral resultante da interrupção aguda do 

fluxo sanguíneo arterial que pode surgir por uma obstrução do vaso provocada por um 

êmbolo ou trombo (coágulo), pela pressão de perfusão cerebral insuficiente ou pela 

ruptura da parede da artéria.  Ainda segundo a OMS, o AVC comumente se apresenta 

com desenvolvimento rápido de sinais clínicos de distúrbios focais (ou globais) da 

função cerebral, com sintomas que perduram por um período superior a 24 h ou 

conduzem à morte, sem outra causa aparente que a de origem vascular (OMS, 2016). 

O ataque transitório isquêmico (ATI) diferencia-se do AVC pois o suporte 

sanguíneo é espontâneo e rapidamente reestabelecido, e concomitante a esse 

restabelecimento dá-se o retorno completo das funções neurológicas. Outra causa de 

hipóxia e reoxigenação pode ser raramente episódios cíclicos de obstrução de ar durante 

o sono, apnéia do sono (FLYNN; MACWALTER; DONEY 2008). 

O AVC é dividido em duas categorias: isquêmico e hemorrágico. O AVC 

isquêmico é resultante da insuficiência de suprimento sanguíneo cerebral (PIRES; 

GAGLIARDI; GORZONI, 2004). No AVC hemorrágico ocorre sangramento no 

parênquima cerebral ou no espaço subaracnóideo (FERRO, VERDELHO, 2000; 

GILGUN-SHERKI et al., 2002). Os acidentes vasculares cerebrais hemorrágicos são 

geralmente mais graves e são associados com um risco consideravelmente maior de 

mortalidade, quando comparado com isquêmico (ANDERSEN et al., 2009). A 

hemorragia subaracnóidea (HSA), em geral decorre de aneurismas saculares congênitos 

localizados nas artérias do polígono de Willis. A hemorragia intraparenquimatosa (HIP) 

decorre da degeneração hialina de artérias intraparenquimatosas cerebrais, tendo como 

principal doença associada a hipertensão arterial sistêmica (HAS) (RADANOVIC., 

2000). Estudos epidemiológicos demonstram que 87% dos casos de AVC são 

isquêmicos o restante são hemorrágicos sendo 10% intracerebral e 3% do parênquima 

subaracnóideo. Aproximadamente 70% dos casos de AVC isquêmicos são causados 

pelo bloqueio da Artéria Cerebral Média (ACM) (CAI et al., 2016). 

Os sintomas mais comuns de um acidente vascular cerebral são súbita fraqueza 

ou dormência da face, braços ou pernas, mais frequentemente de um lado do corpo. 
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Outros sintomas incluem: confusão, dificuldade em falar ou entender a fala; dificuldade 

de enxergar com um ou ambos os olhos; dificuldade para caminhar, tontura, perda de 

equilíbrio ou coordenação; dor de cabeça intensa sem causa conhecida; desmaio ou 

inconsciência (OMS, 2014). 

1.2.  Epidemiologia do AVC no Brasil e no mundo 

 

O AVC é a segunda principal causa de morte acima da idade de 60 anos, e a 

quinta causa em pessoas com idade entre 15 e 59 anos de idade (OMS, 2015). Dados da 

American Heart Association, em 2011 revelaram que em média a cada 40 segundos, 

uma pessoa sofre AVC e a cada quatro min alguém vai a óbito em função da doença. 

(ROGER et al., 2011).  

Os acidentes vasculares cerebrais (AVC) têm pico de incidência entre a 7ª e 8ª 

décadas de vida quando se somam com as alterações cardiovasculares e metabólicas 

relacionadas à idade (ZETOLA et al, 2001). A hipertensão arterial é fator de risco 

preditivo poderoso para o AVC. Sua ocorrência está estimada em torno de 70% de todos 

os quadros vasculares cerebrais (RADANOVIC, 2000). A insuficiência cardíaca, 

doença cardíaca coronariana, fibrilação atrial, Diabetes Mellitus, consumo regular de 

álcool também se encaixam como fatores de risco para a ocorrência do AVC 

(GUIRAUD et al., 2010). 

Estima-se que em 2050, mais de 1,5 bilhão de pessoas acima de 65 anos no 

mundo será acometida por AVC. Países desenvolvidos gastam de 3 a 7 % do orçamento 

com saúde para tratar vítimas de AVC (FEIGIN et al., 2010). 

Entre os países da América Latina, o Brasil é o que apresenta as maiores 

taxas de mortalidade por AVC (LOTUFO, 2005). Mesmo sendo referida uma redução 

dos índices de mortalidade nas últimas décadas, os valores continuam muito elevados 

(ANDRE et al., 2006). No Brasil, o AVC é a principal causa de morte com taxas mais 

elevadas do que os outros países da América do Sul (LAVADOS et al., 2007). O AVC é 

a principal causa de incapacidade de trabalho em adultos, informações mostram que 

cerca de 30 a 60% dos pacientes acometidos pelo AVC apresentam alguma 

incapacidade física após o evento, ocasionando efeitos negativos na saúde e na 

economia, por gerar elevados custos econômicos (MALLMANN et al., 2012; 

GREENHAM et al., 2016; GONZÁLEZ-GIRALDO et al., 2016; KOTLEGA et al., 

2016).  
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O AVC no Brasil mostra uma maior prevalência do sexo feminino 51,8% a cada 

grupo de 100.000 habitantes (DE CARVALHO et al., 2011). Quando nos referirmos a 

aspectos epidemiológicos é importante salientar que a cobertura deficiente de pesquisas  

de mortalidade na região amazônica e da zona rural do Nordeste, como também à 

proporção elevada de casos classificados nos quais os sinais e sintomas são mal 

definidos, concluímos que a análise das regiões metropolitanas do país (que 

representam um terço da população brasileira) é mais adequada que a análise do 

conjunto do país (LOTUFO, 2000). Em 2003, no Nordeste, a taxa de mortalidade pelo 

acidente vascular encefálico foi de 54,6/100 mil habitantes. No Ceará, em 2004, essa 

taxa foi de 44,8/100 mil habitantes. (CAVALCANTE et al., 2010). O estudo 

epidemiológico de AVC feito na cidade de Salvador entre 1979 e 1980 demonstrou alta 

taxa de mortalidade por AVC, provavelmente como resultado dos baixos padrões de 

atendimento prestado aos pacientes com AVC na área do estudo (LESSA, 1984). 

No município de Fortaleza foi realizado o maior estudo epidemiológico 

prospectivo de AVC já realizado no Brasil e nesse estudo demostrou-se que o AVC 

isquêmico apresenta maior frequência, 72,9 %, e que a frequência de incapacidade após 

o AVC nos pacientes é maior que a aceitável pela OMS. Uma explicação para a situação 

pode ser devido a baixos padrões de atendimento aos pacientes com AVC combinado 

com baixas taxas de tratamento com trombólíticos e agentes anti-plaquetários (DE 

CARVALHO et al., 2011).  

Em Fortaleza, dados do ministério da saúde relatam que mais de 22% da 

população têm hipertensão (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2015).  

Segundo a pesquisa Vigitel 2013 (Vigilância de Fatores de Risco e Proteção para 

Doenças Crônicas por Inquérito Telefônico), 48,6% dos brasileiros avaliaram como 

médio seu nível de consumo diário de sódio. No entanto, estima-se que consumo médio 

seja de quase 12g por pessoa por dia, o que é mais do que o dobro do que a 

recomendação da OMS, de no máximo de 5 gramas ao dia. O consumo exagerado do sal 

está relacionado ao aumento no risco das Doenças Crônicas Não Transmissíveis, AVC e 

infarto, responsáveis por 63% das mortes no mundo e 72% no Brasil (MINISTÉRIO 

DA SAÚDE, 2014). 

Um acordo do Ministério da Saúde com a Associação das Indústrias da 

Alimentação (ABIA), em quatro anos de funcionamento do programa de controle de 

consumo de sódio, possibilitou a retirada de quase 15 mil toneladas de sódio dos 

produtos alimentícios. Com a redução do consumo excessivo de sal, será possível 



21 

 

reduzir em até 15% os óbitos por AVC e em 10% óbitos por infarto (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2015). 

 

1.3. AVC e suas consequências para o indivíduo 

 

O AVC pode limitar de modo significativo o desempenho funcional de um 

indivíduo, trazendo consequências negativas e afetando aspectos motores, relações 

pessoais, familiares, sociais e, sobretudo a qualidade de vida (CALIL et al., 2007). 

Estudos relatam serem comuns sintomas de ansiedade, depressão, distúrbios do sono, 

alterações fisiológicas durante atividades físicas (dispnéia, angina, hipertensão) e 

disfunção sexual, além de distúrbios motores, sensoriais, cognitivos, de comunicação 

que causam limitações para o retorno ao trabalho produtivo de indivívudos após o AVC 

(ROCHA et al.,1993; MEDINA et al., 1998). 

 A perda sensória e motora impede os pacientes de retornar ao trabalho e 

quase um terço dos pacientes que sobrevivem ao AVC são posteriormente afastados do 

trabalho por invalidez (DOBKIN et al., 2003; 2008). Embora após um AVC, possa 

ocorrer algum grau de retorno motor e funcional, muitos sobreviventes apresentam 

consequências crônicas que são, usualmente, complexas e heterogêneas, podendo 

resultar problemas em vários domínios da funcionalidade.  Essa funcionalidade se refere 

à capacidade de realizar atividades do dia-a-dia, seja no aprendizado e aplicação de 

conhecimentos (atenção, pensamento, cálculos, resolução de problemas); na 

comunicação (linguagem falada, escrita); na mobilidade (manutenção da posição 

corporal, transferências de ambulação); no autocuidado, vida doméstica, interação 

interpessoal e social (SCHEPER et al., 2007).  

A depressão é a complicação psiquiátrica mais frequente do AVC. A depressão 

pós-AVC, ou seja, aquela que ocorre posteriormente ao AVC, está associada com 

aumento da mortalidade, maior prejuízo no funcionamento físico e da linguagem, 

hospitalização mais prolongada e redução da qualidade de vida (TERRONI et al., 

2009). 

 

1.4. Isquemia cerebral  

 

O cérebro humano apresenta alta taxa metabólica, e tem a necessidade de até um 

quarto do débito cardíaco para manter-se em funcionamento, qualquer interrupção nesse 
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fluxo sanguíneo gera uma deficiência energética e consequente interrupção das funções 

neurológicas. (FLYNN; MACWALTER; DONEY 2008). 

O sangue chega ao cérebro através das artérias vertebrais e das artérias carótidas 

internas, que se comunicam através do polígono de Willis, uma anastomose arterial que 

fornece o suprimento sanguíneo para os hemisférios cerebrais. Este é formado pelas 

artérias cerebrais anteriores e posteriores, artérias comunicantes anterior e posterior e 

pela carótida interna (Figura 1). Estas artérias possuem paredes muito finas, o que as 

tornam mais vulneráveis a eventos hemorrágicos (WIKIMIDIA COMMONS, 2008). 

            A isquemia focal ocorre quando o fluxo sanguíneo cerebral é limitado em uma 

região específica, este bloqueio do suprimento sanguíneo pode ocorrer em virtude de 

um embolo ou um trombo (LIPTON, 1999; TAOUFIK; PROBERT, 2008). A isquemia 

global ocorre quando há falência circulatória generalizada e se apresenta secundária a 

outras causas, como parada cardíaca, cirurgias de grande porte com bloqueio da 

circulação sanguínea, choques hemorrágicos ocasionados por traumas (LIPTON, 1999; 

WITYK et al., 2001; NUSMEIER et al., 2002). 

 

Figura 1. Esquema mostrando as artérias cerebrais anteriores e posteriores, artérias comunicantes 

anteriores e posteriores e a carótida interna que formam o polígono de Willis. 

 

 

Fonte: WIKIMIDIA COMMONS, 2008. 

 

 

1.4.1. Lesão isquêmica cerebral 
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O cérebro necessita de um contínuo suporte de glicose e oxigênio para manter 

suas funções normais e sua viabilidade. Quando este processo é interrompido, uma série 

de eventos acontecem, chamada de cascata isquêmica, que é uma sequência complexa 

de eventos patofisiológicos espaciais e temporais, que apresentam importantes 

interrelações perdurando por h ou dias (DURUKAN; TATLISSUMAK, 2007; 

BROUNS; DEYNN, 2009). A isquemia cerebral focal provoca também acúmulo de 

metabólitos ácidos desencadeando uma sequência de eventos responsáveis pelo dano 

neuronal (SMITH, 2004). 

A cascata isquêmica ocorre em duas fases distintas, a fase aguda e subaguda. Na 

fase aguda a diminuição do fluxo sanguíneo, diminui a oferta de oxigênio e limita a 

fosforilação oxidativa que é a principal via de geração de ATP na célula (MIES et al., 

1993). O forte declínio na concentração de ATP pertuba a homeostase iônica, 

provocando a falência da bomba de sódio-potássio (Na
+
/K

+
) ATPase (SMITH, 2004). 

Esse evento resulta em uma despolarização persistente o que permite a entrada de Ca
2+

 

na célula, que provoca a liberação de cálcio intracelular e liberação de 

neurotransmissores excitatórios.  

Essa condição superestimula os receptores de glutamato de modo a influenciar o 

influxo de sódio e cálcio, produzindo, assim, uma série de eventos nucleares e 

citoplasmáticos, excitotoxicidade, levando à falência mitocondrial e a apoptose (LI et 

al., 2007; ZHANG et al., 2006). 

O excesso de Cl
-
 e Na

+
 liberado também desregulam a célula pós sináptica, o 

que gera um edema isquêmico. O cálcio intracelular é sequestrado pela mitocôndria, o 

que provoca uma disfunção mitocondrial que leva a produção de ROS (Espécies 

reativas de oxigênio) (WU; GROTTA, 2013).   

O aumento intracelular de Ca
2+ 

inicia uma série de eventos citoplasmáticos e 

nucleares, entre os quais a geração de radicais livres e ativação de enzimas dependentes 

de Ca
2+

, incluindo fosfolipase A2, endonucleases, ciclooxigenese e oxido nítrico 

sintetase, resultando em danos celulares (LOVE, 1999). A ativação de enzimas 

degradativas e a produção de radicais livres levam a morte celular imediata por necrose, 

entretanto os mecanismos excitatórios iniciam eventos moleculares que levam a morte 

por apoptose. Além dos fatos relatados, a excitotoxicidade ativa vias de sinalização 

intracelulares que desencadeiam processos inflamatórios (BROUNS; DEYN, 2009). 

O estresse oxidativo ocorre quando a produção de radicais livres supera a 

capacidade endógena das defesas antioxidantes celulares, ou seja, os níveis de enzimas 
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antioxidantes endógenas, como a superóxido dismutase (SOD), catalase e glutationa, e 

as vitaminas antioxidantes, como α-tocoferol e ácido ascórbico, não são suficientes para 

combater o excesso de radicais livres (MAKAR et al., 1994). 

Na fase subaguda as vias neuroinflamatórias e pró apoptóticas são iniciadas h ou 

dias após o início da isquemia. A inflamação tem um papel fundamental na lesão e 

morte neuronal causada pela a isquemia. Embora a inflamação também tem seus 

benefícios, o resultado final é prejudicial (WU; GROTTA, 2013) (Figura 2). 

Figura 2. Fisiopatologia da isquemia. 

 

 

Modificado de WU; GROTTA, 2013 

 

 

1.4.2. Modelo de isquemia cerebral 

 

A resposta neuronal é muito fracamente caracterizada em pacientes com AVC, 

existe uma impossibilidade de recolher tecido cerebral pós mortem em diferentes 

períodos de tempo após o acontecimento da injúria neuronal e por isso o conhecimento 

sobre o mecanismo do dano neuronal advém de modelos animais de isquemia, sejam 

eles focal, global ou hipóxia/isquemia (TAOUFIK; PROBERT,  2008). 

O modelo de isquemia global pode ser induzido em ratos ou em gerbils. No 

modelo de oclusão dos 4 vasos (4-VO) ocorre uma oclusão permanente das artérias 

vertebrais e temporária através de ligadura das carótidas comuns. No modelo de oclusão 
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de 2 vasos (2-VO) há a ligadura temporária das duas carótidas comuns acompanhado de 

hipotensão. Na isquemia global existe um fluxo sanguíneo residual em torno de 1- 4%, 

sendo que isquemia completa só é atingida com parada cardíaca (KAWAI et al., 1992).  

O modelo de isquemia experimental cerebral é reprodutível, bem controlado e 

padronizado. Eventos fisiopatológicos que ocorrem nos primeiros min após um AVC 

não são detectáveis por exames de imagem, portanto somente pode ser estudado em 

modelos animais (LIPTON, 1999). O fato de utilizarmos, em modelo animal de 

isquemia, técnicas invasivas e com isso ser necessário o uso de anestésicos sabemos que 

podem exercer efeitos neuroprotetores leves que podem retardar a maturação do infarto, 

mas ainda não está claro se isso influência ou não a recuperação a longo prazo do 

animal (BALKAYA et al., 2017) 

A isquemia cerebral focal é produzida, em todos os modelos, pela oclusão da 

artéria cerebral média (ACM), que pode ser ocluída de forma permanente, por ligadura 

ou eletrocoagulação, ou transitória, em que a reperfusão pode variar entre 1-3 h. A 

oclusão proximal, que é realizada próximo onde ocorre a bifurcação da carótida interna, 

afeta principalmente regiões como o estriado, neocórtex, córtex entorrinal e 

somatossensorial. A oclusão distal afeta principalmente o córtex parietal (TAMURA et 

al., 1981; BOLANDER et al., 1989; MEMEZAWA et al., 1992). A característica 

comum aos modelos é a formação de duas regiões, o core, também chamado de centro 

da lesão, e a penumbra, região que circunda o centro da lesão.  

O core é uma área de isquemia grave, em que o fluxo sanguíneo apresenta-se de 

10-25% do normal, com consequente deficiência de oxigênio e glicose. O baixo fluxo 

sanguíneo resulta  em comprometimento do potencial de membrana, proteínas 

transportadoras, sintese de ácido nucleícos (HEISS et al., 2010). Se a isquemia persiste 

por um longo período de tempo, esta área é comprometida desencadeando morte 

neuronal necrótica e de células gliais. Na isquemia focal permanente, o Ca
2+

 total na 

região do core da lesão aumenta gradualmente em uma relação maior que na penumbra, 

subindo cerca de 1,0 mM / h do início do insulto até 24 h depois deste (KIM; 

VAUGHAN; GHOSH, 1998). 

A penumbra é uma região em que o fluxo sanguíneo está a um nível o qual a 

função neuronal é prejudicada, embora ainda não esteja em um ponto no qual ocorre 

falha irreversivel da membrana e danos morfológicos (HEISS et al., 2010). Nesta região 

o fluxo sanguineo encontra se reduzido 40% do normal sendo baixo para manter 
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atividade elétrica, por isso nessa região há neurônios silenciosos, mas suficientes para 

preservar os canais iônicos mantendo a viabilidade celular (CASTILLO et al., 2015). 

Os neurônios perifocais na zona de penumbra são os de mais alto risco e, com o 

tempo, a zona de infarto pode crescer em tamanho, com mais células da penumbra 

sendo recrutadas para a zona central. O período de tempo deste processo de 

recrutamento constitui um período crítico, em que a onda de tecido necrótico pode ser 

bloqueada pela intervenção farmacológica. Esta janela terapêutica corresponde as 

primeiras 2 a 4 h que se segue o derrame, após as quais a eficácia da terapêutica 

decresce rapidamente (GILGUN-SHERKI et al., 2002; WEINSTEIN; HONG; SHARP, 

2004). A região da penumbra torna-se o alvo terapêutico, afim de evitar o crescimento 

dessa região e tentar resgatar a funcionalidade destes neurônios. 

 

1.4.3 Excitotoxicidade e isquemia 

 

A interrupção do fluxo sanguíneo cerebral durante a isquemia resulta na 

privação de oxigênio e glicose, interferindo na homeostasia e função neuronal 

(DIRNAGL; IADECOLA; MOSKOWITZ, 1999).  

A excitotoxicidade é o processo no qual acontece um aumento da liberação de 

glutamato com conseqüente super-estimulação dos receptores glutamatérgicos. 

(SATTLER; TYMIANSKI, 2001). O glutamato é o principal neurotransmissor 

excitatório do sistema nervoso de mamíferos e suas potenciais ações neurotóxicas são 

relatadas desde 1950. Como principal neurotransmissor excitatório do sistema nervoso 

central (SNC), o glutamato desempenha um papel fisiológico (por exemplo, memória, 

aprendizagem) e fisiopatológico (acidente vascular cerebral, epilepsia, doenças 

neurodegenerativas tais como Doença de Alzheimer e de Parkinson, etc.) (MELDRUM, 

2000; GENOUX; MONTGOMERY, 2007). 

Os receptores de glutamato podem ser do tipo ionotrópicos ou metabotrópicos. 

Os ionotrópicos são o NMDA (N-metil-D-aspartato), que é permeável ao Ca
2+

 e em 

situações fisiológicas seu canal é bloqueado pelo Mg
2+,

 e o AMPA/Cainato (ácido α-

amino-hidróxi-5-metil-4-isoxazolpropionico) que é permeável ao Na
+
, K

+
, Zn

+
 e 

eventualmente ao Ca2
+
. Os metabotrópicos são receptores acoplados a proteína G 

(WANG, QIN, 2010). Os receptores citados estão localizados nas membranas pré e pós-

sinápticas dos neurônios (CARMICHAEL, 2012).  
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Está bem demonstrado que os receptores glutamatérgicos podem mediar a 

excitotoxicidade, mas a chave dela está nos receptores ionotrópicos, estes por sua vez 

são ligados a canais iônicos, sendo a ativação desses receptores responsável pelo 

aumento da permeabilidade ao Na
+
/K

+ 
que contribui para a despolarização da 

membrana. O aumento do Na
+ 

intracelular provoca uma reversão dos transportadores 

glutamatérgicos permitindo a saída do glutamato através do gradiente de concentração. 

A concentração de cálcio extracelular é 1,2 mM o suficiente para regular os 

processos celulares, mas durante a isquemia os níveis de cálcio sobem para 50-100 mM 

o que ativa diversas proteases dependente de cálcio, lipases e DNAses (EDVINSSON; 

KRAUSE, 2002). O aumento da concentração de cálcio citossólico ativa fosfolipases 

capazes de quebrar as membranas lipídicas A neurototoxicidade causada pelo cálcio 

pode ocorrer por vários mecanismos, atualmente a teoria mais aceita é a de que algumas 

rotas de influxo de cálcio são mais propensas a causar neurotoxicidade do que outras. A 

rota em que a entrada do Ca
2+

 ocorre por canais voltagem dependente não acarreta em 

toxicidade, mas a entrada através dos receptores NMDA está associada a toxicicidade 

dependente do cálcio (SZYDLOWSKA; TYMIANSKI, 2010). Em estudos pré-clinícos 

foi observado diminuição do edema e da degeneração neuronal posterior ao evento 

isquêmico com o uso de antagonistas do receptor NMDA (BRASSAI et al., 2015).  

 

1.4.4 Inflamação e  isquemia cerebral 

 

A inflamação desempenha papel importante na fisiopatologia da isquemia 

cerebral, no entanto se a inflamação pós isquêmica é deletéria ou benéfica para a 

recuperação ainda é uma questão controversa (KRIZ, 2006). Portanto, o controle das 

respostas inflamatórias nocivas é uma promissora terapêutica para as vítimas de AVC 

(HE et al., 2016). 

O AVC, experimental ou clínico, é seguido por uma resposta inflamatória aguda 

e prolongada caracterizada pela produção de citocinas inflamatórias, infiltração de 

leucócitos e monócitos no cérebro e a ativação de células gliais residentes, esses eventos 

podem contribuir para a lesão cerebral isquêmica (KRIZ, 2006). 

A cascata de inflamação é caracterizada por uma fase imediata, que inicia 

algumas h após o AVC e pode durar dias e semanas como uma reação tardia do tecido à 

lesão. Dentro de h após o insulto isquêmico, os nivéis aumentados de citocinas e 

quimiocinas aumentam a expressão de moléculas de adesão tais como (ICAM-1) em 
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células endoteliais cerebrais, facilitando a aderência e a migração transendotelial de 

neutrófilos e monócitos. Estes por sua vez podem acumular-se nos vasos e prejudicar 

ainda mais o fluxo sanguíneo ou podem extravasar no parênquima cerebral liberando 

citocinas, quimiocinas e ROS (AMANTEA et al., 2009). 

A adesão dos leucócitos ao endotélio se dá através da expressão de moléculas de 

adesão, que estão distribuídas em três principais classes: selectinas, integrinas e a 

superfamília de proteínas de imunoglobulinas (CAM’s) (HUANG; UPADHYAY; 

TAMARGO, 2006). Dentre as principais integrinas envolvidas na isquemia estão a 

LFA-1, Mac-1 e CD11c que estimulam a adesão celular ao endotélio e causam 

modificação conformacional em leucócitos facilitando a diapedese, a ICAM-1, ICAM-2 

e VCAM-1 promovem interações de forte afinidade dos leucócitos com o endotélio e 

estimulam a diapedese (CELEUMANS et al., 2010). 

A micróglia desempenha um papel importante na defesa imune no sistema 

nervoso central. É considerada um regulador do dano neuronal, pois além, da secreção 

de mediadores inflamatórios, aumenta o estresse oxidativo e desencadeia diretamente 

mecanismos de morte (GAO et al., 2011; HIRSCH et al., 2005; KANEKO et al., 2012; 

QIN et al., 2007). A ativação da micróglia/macrofágos desempenha um papel crucial na 

resposta imune. Vinte e quatro h após a isquemia focal, ocorre uma intensa reação 

microglial, particularmente na penumbra e dentro de alguns dias a maioria das células 

microgliais tornam-se fagócitos (SCHILING et al., 2005). Uma vez ativada a microglia 

sofre marcadas alterações morfológicas e genéticas. A microglia se polariza em duas 

populações antagônicas onde o fenótipo M1 clássico produz citocinas pró- inflamatórias 

que medeiam danos neuronais no cérebro isquêmico, e no fenótipo M2 o qual secretam 

citocinas antiinflamatórias que suprimem a resposta imune e contribuem para a 

rescuperação pós - isquemia (HE et al., 2016). Uma vez ativada, a micróglia 

desencadeia a produção de citocinas, a apresentação de antígenos e a liberação de 

metaloproteinases que desregulam à barreira hematoencefálica (IADECOLA et al., 

2011). O rompimento da barreira hematoencefálica é um evento crítico na patogêneses 

da isquemia cerebral (GIACCOPPO et al., 2015). 

Em modelo de oclusão transitória da ACM a ativação microglial foi 

documentada no córtex cerebral do hemisfério isquêmico (YU et al, 2005, ZHANG et 

al, 1997). A micróglia pode exercer papel protetor na isquemia por meio de moléculas 

neurotróficas como o fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) e o fator de 

crescimento semelhante a insulina tipo I (IGF-1) e efeito deletério pela liberação de 



29 

 

citocinas inflamatórias como TNF-α, Il-1β, IL-6, além de outras moléculas como NO, 

ROS e prostanóides (LAKHAN, KIRCHGESSNER, HOFER, 2009). A 

superestimulalção da micróglia leva à uma “tempestade de citocinas” o que leva a 

neurotoxicidade. Regular a ativação microglial pode controlar a neuroinflamação. 

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) tem seus efeitos mediados por duas 

vias, a primeira se dá por ligações específicas aos seus receptores seguida de ativação de 

quinases e fosfolipase A2, a segunda via é a transdução de sinal intracelular, com 

ativação de fatores como Fator nuclear kappa B (NF-κB) que induz a expressão de 

genes e moléculas de adesão entre outras citocinas favorecendo assim a aderência e 

acúmulo de leucócitos em microvasos (KOLESNICK; GOLDE, 1994). 

 O NF-κB é um fator de transcrição amplamente encontrado em células 

eucariotas, que desempenha papel fundamental na reação inflamatória participando de 

uma variedade de transcrições de genes relacionados a inflamação. (RIDER; 

SCHWANINGER., 2009). NF- κB é uma proteína dimérica que permanece em estado 

inativo no citoplasma associado à sua unidade inibitória I-κB. Estímulos inflamatórios 

desencadeiam sua fosforilação e sua ubiquitinação, levando a sua dissociação e 

degradação de I- κB e posterior translocação do citoplasma para o núcleo (HARARI; 

LIAO, 2010). 

 A lesão por isquemia e reperfusao também pode ativar a expressão de TNF-α e 

desencadear a fosforilação de NF- κB. A fosforilação dos inibidores de NF- κB levam a 

translocação para o núcleo onde se ligam com regiões promotoras de genes que 

medeiam a apoptose e a degradação do DNA (GHOLAMI et al., 2016).  

 

1.5.Tipos de morte celular na isquemia 

 

A isquemia cerebral é uma condição na qual ocorre uma redução no fluxo 

sanguíneo levando a uma redução no metabolismo e uma crise energética na célula. 

Essa falência pode induzir a morte celular por autofagia, sendo a célula autofágica 

passível de sobreviver ou evoluir para a apoptose (NAKASHIMA et al., 1995; 

LINDSBERG; CASO, 2016, YEH et al., 2016).  

A apoptose na região da penumbra isquêmica pode ocorrer após várias h ou dias, 

enquanto a necrose começa nas primeiras h após o início da isquemia no núcleo 

isquêmico. A apoptose causa a fragmentação do DNA, degradação de proteínas 

citoesqueléticas e nucleares, reticulação de proteínas, formação de corpos apoptóticos, 
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expressão de ligantes para receptores de células fagocíticas e finalmente captação por 

células fagocíticas (RADAK et al., 2016). 

A indução da apoptose se dá pela ativação das caspases. As caspases são 

sintetizadas como pró-enzimas inativas (pró-caspase) e, quando ativadas, clivam 

diversos substratos proteicos que podem ser outras pró-caspases, proteínas do 

citoesqueleto, como a actina, proteínas reparadoras de DNA, como a PARP, proteínas 

antiapoptóticas, como Bcl-2 e diversas quinases que participam da regulação da 

transcrição gênica (LOVE, 2003).  Podemos citar duas vias de ativação da caspase: a via 

intrínseca (mitocondrial) e a via extrínseca (citoplasmática) (GRIVICICH; REGNE; 

ROCHA, 2007). A via extrínseca depende de sinais externos para ligar-se a receptores 

(Fas, TNF) disparando uma sinalização mediada por esses receptores. Já a via intrínseca 

é disparada por sinais que vem do interior da célula (CAO et al., 2001).  

Em resposta a sinais apoptóticos, a proteína Bax associada a bcl-2, pode ser 

produzida, ativada e depois translocada para a membrana externa da mitocôndria a 

partir do citoplasma (SAIKUMAR et al., 1998, LIN et al., 2013). Neste sentido, o Bax 

ativado pode permeabilizar a membrana mitocondrial, levando à liberação do citocromo 

c e subseqüentes ativações em cascata das caspases-9, -3 e -6 (OW et al., 2008). 

A glicogênio sintase 3β (GSK-3β) está implicado em diversos processos 

celulares, tais como sinalização celular e sobrevivência. Evidências indicam que o 

aumento da atividade de GSK-3β contribui para a morte neuronal e patogênese do AVC 

isquêmico. Considerando os papéis predominantes de GSK-3β na apoptose neuronal, a 

modulação desta proteína quinase é uma estratégia confiável para a neuroproteção 

isquêmica (HANUMANTHAPPA et al., 2014). 

A necrose é um processo passivo, em que a célula responde ao estresse externo 

de uma forma aleatória e descoordenada. A necrose é caracterizada pelo extravasamento 

do  material intracelular devido a um aumento no volume da célula. Pode ser observado 

um intenso dano às organelas e a ruptura dos lisossomos (YAKOVLEV; FADEN, 

2004). É uma resposta a estímulos  muito  agressivos, como,  por  exemplo,  exposição  

a  altas concentrações   de   agentes   tóxicos.   Nesse   caso, há   uma   intensa   resposta   

inflamatória no local, oriunda da liberação de citocinas. (LEIST; JÄÄTELÄ,  2001).   

 É evidente que os mecanismos de morte celular vão além da simples relação 

apoptose e necrose (DEGTEREV; YUAN, 2008). A administração do inibidor 

necrose/apoptose, o Nec-1 fornece proteção tecidual significativa e melhora as lesões 
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agudas do tecido em modelos de isquemia/reperfusão em ratos com lesão por 

mecanismos de inibição da apoptose (SMITH et al., 2007). 

 

1.6 Memória e isquemia cerebral 

 

A memória é a aquisição (ou aprendizagem), a conservação e a evocação 

(recordação, lembrança, recuperação) de informações (IZQUIERDO et al., 2002). 

Origina de um processo evolutivo que permite aos animais adquirir, reter e evocar 

diversos tipos de informação que conferem alguma vantagem por comparar situações 

presentes com experiências prévias (SHERRY; SCHACTER, 1987). 

O processo de formação de memória é complexo e altamente dinâmico, durante 

o aprendizado a nova informação adquirida é frágil. É através do processo de 

consolidação, que envolve a síntese proteica, que o traço de memória é estocado e 

estabilizado (SCHMIDT et al., 2016). 

As formas mais usuais de classificação dos tipos de memórias se referem ao 

tempo de duração e à sua natureza. Quanto à sua natureza a memória é dividida em 

declarativa ou explícita que pode ser descrita por meio de palavras; implícita, não 

declarativa ou de procedimento que não pode ser descrita por meio de palavras; de 

trabalho ou operacional onde permite o raciocínio e planejamento do comportamento 

(DEW; CABEZA, 2011). 

A memória declarativa trata-se de uma rede de imagens e associações 

constituindo um registro de nossas experiências que são continuamente atualizadas em 

um processo de organização ativa (EICHENBAUM, 2000). A memória declarativa é 

composta pela nossa memória episódica, semântica e pela capacidade de lembrança 

consciente (SCHACTER; TULVING, 1994). O hipocampo tem sido identificado como 

a região envolvida nesse tipo de memória, tendo papel critico na expressão da 

autobiografia e da memória espacial. O sistema de memória do hipocampo é composto 

de regiões corticais, parahipocampais e o próprio hipocampo (BURWELL;WITTER; 

AMARAL, 1995). A memória implícita é a memória de capacidades, de habilidades 

motoras ou sensoriais (BEVILAQUA, 2000; IZQUIERDO, 2002), é inconsciente e 

requer mais tempo e treinamento para se formar, mas persiste por períodos maiores. 

Acredita-se que a memória implícita seja processada pelo núcleo estriado e/ou 

diencéfalo (SQUIRE; ZOLA, 1996; DEW; CABEZA, 2011). A memória recente, ou de 

curto prazo, está relacionada a eventos que ocorrem em um período de h ou dias e 
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representa o armazenamento temporário de informação que é utilizado para planejar 

uma ação (KANDEL; KANDEL; ABEL, 1995; SQUIRE; ZOLA-MORGAN, 1996; 

KANDEL, 2009). 

Alguns tipos de agressão como o estresse oxidativo, inflamação, 

excitotoxicidade, levam a perda de memória devido à neurodegeneração cerebral. Todos 

esses processos estão presentes nas doenças neurodegenerativas e AVC. Grande parte 

das vítimas de AVC sofrem com problemas de memória e dificuldades na execução das 

tarefas diárias (HATTORI, 2000; MAUD, 2006).  

Após o AVC isquêmico a recuperação da função sensório-motora é observada o 

desempenho cognitivo e a função neuronal do hipocampo é irreversivelmente 

prejudicada (BAYAT et al., 2015). 

O hipocampo é a região mais vulnerável ao efeito isquêmico em humanos 

(ZOLA-MORGAN et al., 1986) e em animais (PULSINELLI; BRIERLEY, 1979). As 

células hipocampais são extremamente sensíveis a hipóxia/isquemia (BUETERS et al., 

2008; MAROSI et al., 2009).  

Os dois tipos de plasticidade sináptica no hipocampo, plasticidade de curto prazo 

(STP) e a plasticidade de longo prazo (LTP) são necessárias para o armazenamento de 

informações. Estudos tem sugerido que o oclusão da artéria cerebral média MCAO 

prejudica a indução da LTP (PANG et al., 2012).   

Os mecanismos envolvidos nos deficits cognitivos apresentados pós- isquemia 

estão relacionados a diminuição das proteínas sinápticas (SINCLAIR; TAYLERT; 

LOVET, 2015). A redução do fluxo sanguíneo para menos de 20% conduz a perda de 

axônios e dendritos em min o que leva ao déficit da formação de memória  (MURPHY; 

CORBETT, 2009; HOFMEIJER; VAN PUTTEN, 2012). 

Após o AVC algumas alterações cognitivas ocorrerão com mais frequência. No 

caso do déficit memória pode ser observado em um tipo de memória e em outro não. 

Apesar de ser extremamente variável, pois depende da área afetada pelo AVC é comum 

em pacientes pós- AVC ter a memória de curta duração afetada, assim como problemas 

na atenção e a interação social, o que pode até modificar parte do comportamento do 

paciente (Associação sobre AVC, 2012).  

 

1.7 Terapias de reparo 
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Algumas terapias tem sido estudadas a fim de reduzir os déficits cognitivos e a 

mortalidade em casos de AVC. Antes dos anos 90 não haviam praticamente publicações 

que abordassem terapias para isquemia cerebral, no entanto, de 2002 até 2008 mais de 

1000 artigos pré clínicos e mais de 400 artigos na área clínica foram publicados 

(GINSBERG, 2008). 

Atualmente, o ativador de plasminogênio tecidual (tPA) é  

a terapia farmacológica aprovada pela FDA para o tratamento do acidente vascular 

cerebral isquêmico agudo. Entretanto, devido à estreita janela de tempo para a terapia 

pós-AVC, menos de 10% dos pacientes com AVC isquêmico agudo são aptos para 

administração de tPA (BOEHME et al., 2014; WRITING et al., 2016). O uso de agentes 

trombolíticos como protocolo de rotina aumenta o risco de outras complicações, em 

particular as hemorragias (SPYCHALA; HONARPISHEH; MCCULLOUGH, 2017).  

 

As classes de drogas já testadas incluem antagonistas de canais de cálcio, 

fármacos que inibem a liberação de glutamato, fármacos que potencializam os efeitos 

do GABA e fármacos antioxidantes (MADDEN; CLARCK; LESSOV, 2003). Mais de 

250 estudos pré-clínicos foram desenvolvidos com a nimodipina na isquemia cerebral. 

Destes 250, 20 estudos foram desenvolvidos com animais e a nimodipina administrada 

após a indução da isquemia. Apenas 10 destes estudos encontraram resultados positivos, 

assim como 10 não encontraram. Nos 7 estudos que quantificaram o tamanho exato da 

área de infarto todos mostraram efeitos favoráveis da nimodipina. Contudo, os estudos 

mais robustos obtiveram resultados indefinidos em sua maioria, onde o uso de 

nimodipina não trouxe melhora nos parâmetros de mortalidade e escalas de evolução 

neurológica (GINSBERG, 2008). 

O uso clínico de antagonistas NMDA foi associado a efeitos colaterais 

neuropsiquiátricos e cardiovasculares provavelmente relacionados à interferência com a 

função glutamatérgica cerebral (SMITH, 2004). O representante do grupo dos 

antagonistas competitivos, o selfotel, foi testado em ensaio pré-clínico e clínico. Nos 

estudos pré-clínicos reduziram a área isquêmica. Nos estudos clínicos de segurança e 

torelabilidade mostrou diversas reações adversas como alucinações, agitação, confusão 

mental, delírio e paranóia em todos os pacientes tratados com a dose de 2mg/kg 

(GINSBERG, 2008). 

Na maioria dos hospitais a droga de escolha é o ácido acetil-salicílico (AAS), 

pelo baixo custo, rápido início de ação e por ser o único antiagregante testado 
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clinicamente no tratamento da fase aguda do AVC.  Existem outras opções de 

antiagregantes plaquetários disponíveis para serem utilizados em caso de contra-

indicação ao uso do AAS, mas tais medicamentos não foram testados na fase aguda, 

tendo eficácia comprovada apenas para a prevenção secundária (1ºConsenso de 

Brasileiro no tratamento de AVC agudo).  

 

1.8 Plantas medicinais e neuroproteção 

 

Na última década, um grande progresso foi feito para identificar compostos 

ativos isolados de plantas com as propriedades anti-inflamatórias de modo a diminuir a 

inflamação pós-isquêmica. Nas últimas décadas muitos compostos químicos 

sintetizados foram testados como drogas promissoras para essa finalidade (GU; CHEN; 

SHEN, 2014). 

Usando como base de dados pubmed, caracterizou-se 55 compostos que 

possuem atividade anti-inflamatória e tem ação neuroprotetora contra isquemia cerebral. 

Vários compostos foram identificados e separados conforme sua característica estrutura 

química (GU; CHEN; SHEN, 2014). Os compostos polifenólicos apresentam atividade 

antioxidante que geralmente contribuem para os efeitos anti-inflamatórios e 

neuroprotetores contra lesão de isquemia-reperfusão cerebral. O resveratrol, um 

composto fenólico é um componente presente em vinhos, frutas e vegetais que previne a 

morte neuronal e diminui os níveis de metaloproteinase (MMP-9) e NO na lesão 

isquêmica (LI et al., 2012; GAO et al., 2006; TSAI et al,. 2007). Os alcaloides 

geralmente estão presentes nas ervas medicinais sendo compostos bioativos. A 

Huperzina A, um alcalóide, composto da Huperzia serrata, foi demonstrado 

restabelecer o fluxo sanguíneo e reduzir a área de infarto e o déficit neurológico 24 h 

após 2 h de isquemia. Huperzina A inibe a translocação NF-κB e inibe a expressão de 

iNOS e COX-2 no córtex e estriado (WANG et al., 2008). 

As saponinas são consideradas como um dos principais compostos anti-

inflamatórios compostos em muitas ervas medicinais e são usadas para múltiplas 

doenças infecciosas e auto-imunes. São um grupo de moléculas relativamente grande 

com propriedade de detergente, geralmente não atravessam a barreira hematoencefálica 

no seu estado normal. Entretanto no processo isquêmico ocorre uma ruptura dessa 

barreira e facilita a entrada dessas saponinas no parênquima (GU; CHEN; SHEN, 2014). 

A astraglasida IV um dos maiores compostos de Astragalus membranaceous, uma 
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saponina, reduz o volume do infarto 24 h após a isquemia, quando administrado no 

início da reperfusão  (LI et al,. 2012).  Os terpenóides apresentam forte ação anti-

oxidante e anti-inflamatória com alguns exemplos neuroprotetores. O 6-shogaol 

suprime a ativação migroglial em modelo de isquemia transitória global (HA et al., 

2012). O Tetrahidroxilbeno diminui e previne a diminuição da perda neuronal em ratos 

que foram submetidos a 90 min de isquemia seguido de 24 h de reperfusão (WANG et 

al., 2009). 

O grupo de pesquisa em neurociências (LNC) possui nos últimos anos 7 

publicações à respeito de isquemia cerebral, dentre essas, 5 envolvem produtos naturais 

e a proposta de diversos mecanismos de neuroproteção. Foi demonstrado pelo grupo o 

efeito do ácido cafeíco, um composto fenólico com sabida atividade antioxidante e anti-

inflamatória capaz de reduzir o dano neuronal e cognitivo, em parte pela prevenção da 

perda neuronal e de sinapses nos camundongos submetidos ao modelo de isquemia 

focal permanente em camundongos (pMCAO) (FERNANDES et al., 2014). O ácido 

rosmarínico, também um composto polifenólico, foi demonstrado atividade 

neuroprotetora contra os déficits induzido por pMCAO por reduzir a resposta 

inflamatória e a ativação astroglial e induzir a sinaptogênese (FONTELES et al., 2015). 

O efeito neuroprotetor pré-clínico do eriodictiol foi demonstrado pela primeira vez pelo 

nosso grupo e evidenciando que seus efeitos protetores ocorrem dentro da janela 

terapêutica (FERREIRA et al., 2016).  A boldina, principal alcalóide nas folhas e casca 

do Peumus boldus Molina. No estudo de Lima e colaboradores (2016) a boldina 

protegeu os animais do déficit cognitivo e dano neuronal submetidos à pMCAO pela 

redução da ativação do GFAP, TNF - α e iNOS. 

 

1.9 Licopeno 

 

Os carotenóides são corantes naturais presentes nas frutas e vegetais (cenouras, 

tomates, espinafre, laranjas, pêssegos, entre outros), sua estrutura química é composta 

por ligações duplas conjugadas, que são responsáveis por sua cor e por algumas de suas 

funções biológicas (STAHL e SIES, 1999; SILVA, et al., 2001). Juntamente com as 

vitaminas, são as substâncias mais investigadas como agentes quimiopreventivos, 

funcionando como antioxidantes em sistemas biológicos (POOL-ZOBEL et al., 1997). 

Os carotenóides reagem com os radicais livres, notadamente com os radicais 

peróxidos e com o oxigênio molecular, sendo a base de sua ação antioxidante. 
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carotenóides como o beta- caroteno, licopeno, zeaxantina e luteína, exercem funções 

antioxidantes em fases lipídicas, bloqueando os radicais livres que danificam as 

membranas lipoprotéicas (SIES; STAHL, 1995). A criptoxantina, canthaxantina, luteína, 

licopeno e zeaxantina são carotenoides que não são convertidos em vitamina A 

(TAKEDA et al., 2014).  

O licopeno é o carotenóide que possui a maior capacidade seqüestrante do 

oxigênio singlete, tendo forte propriedade antioxidante, possivelmente devido à 

presença das duas ligações duplas não conjugadas, o que lhe oferece maior reatividade 

para neutralizar os radicais livres de espécies reativas de oxigênio, oxigênio molecular 

singlete e radicais peroxil (DI MASCIO, et al., 1989; KRINSKY, 2001; ATESSAHIN, 

et al., 2005; RAFI et al., 2007) (Figura 3). 

O processamento térmico bem como a digestão intestinal de produtos de tomate 

cru facilita a cis-isomerização do licopeno. No homem, o licopeno é representado 

predominantemente por vários cis isômeros sugerindo que a transformação cis é 

essencial para a absorção intestinal eficiente.  A isomerização cis também pode ser 

iniciada pela exposição do licopeno ao calor, luz e oxigênio, embora isso possa 

eventualmente causar degradação irreversível da molécula de licopeno a uma série de 

pequenos produtos finais (PETYAYEV, 2016). 

 

Figura 3 - Estrutura molecular do licopeno. 

 

 

 

 

Foi relatado que a concentração sérica de β-caroteno e vitamina A encontra-se   

diminuída em pacientes com doença de Alzheimer (JIMÉNEZ-JIMÉNEZ et al., 1999). 

A suplementação de carotenoides pode reduzir os marcadores de peptídeo Aβ amiloide 

e biomarcadores de estresse oxidativo. Portanto, esses nutrientes podem provavelmente 

modular o desempenho cognitivo e suprimir a produção de citocinas pró-inflamatórias 

(CHANG et al., 2010, KIKO et al., 2012, NOLAN et al., 2015) 
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Muitos estudos epidemiológicos mostraram que uma elevada ingestão de frutas e 

vegetais ricos em carotenoides ou altas concentrações séricas de carotenóides estão 

associadas com um risco diminuído de AVC (KARPPI et al., 2012). 

Acredita-se, que o licopeno devido sua capacidade de neutralizar os radicais 

livres protege contra câncer, aterosclerose, diabetes e algumas doenças inflamatórias 

(RICCIONI et al., 2008). O benefício terapêutico do licopeno está bem estabelecido no 

carcinoma da próstata por vários ensaios clínicos (MAGBANUA et al., 2011) e foi 

proposto no tratamento de gliomas (DE LORENZE et al., 2010; PURI et al., 2010). 

Coloca-se como um promissor a gente no tratamento de doenças neurodegenerativas por 

sua capacidade de atravessar a barreira hematoencefálica (KHACHIK et al., 2002).  

Já foi demonstrado que o licopeno protege cultura de neurônios hipocampais da 

toxicidade induzida por glutamato (MATTSON; CHAN; DUAN, et al., 2002). 

Akbaraly e colaboradores, (2007) demonstraram que o licopeno atenua os déficits 

cognitivos ocasionados pelo envelhecimento. Outro trabalho mostrou que o licopeno 

apresenta atividade neuroprotetora em modelo de doença de Huntington induzida pelo 

ácido 3 - nitropropiônico (KUMAR; KALONIA; KUMAR, 2009). 

 

2 RELEVÂNCIA E JUSTIFICATIVA 

 

 Nas últimas décadas, o Brasil vem mudando o seu perfil de morbimortalidade, 

com as doenças crônicas não transmissíveis liderando as principais causas de morte. 

Entre as mais importantes doenças crônicas está o AVC, que é uma das principais 

causas de internações e mortalidade, causando na grande maioria dos pacientes, algum 

tipo de deficiência, seja parcial ou completa. E apesar dos esforços das autoridades no 

controle da pressão arterial combate ao tabagismo e controle dos níveis de colesterol e 

da diabetes, na população Brasileira, ainda possui altas taxas de mortalidades devido ao 

AVC. 

   O estudo dos mecanismos e de estratégias terapêuticas envolvidos no AVC é 

importante principalmente por ser incapacitante e afetar drasticamente a qualidade de 

vida da população acometida. Além disso, pelo impacto socioeconômico devido ao alto 

custo dos tratamentos utilizados. Devido à pequena janela terapêutica do tratamento 

preconizado e visto que a fisiopatologia da isquemia cerebral é complexa e envolve 

múltiplas vias iônicas, enzimáticas e genéticas, que variam em função do tempo e 

extensão da isquemia, se faz necessário o desenvolvimento de novas terapias para o 
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tratamento do AVC, principalmente no sentido de neuroproteção. O presente estudo 

visa investigar uma nova substância que possa vir a ser uma estratégia terapêutica ou 

coadjuvante no tratamento do AVC. 

Estudos demonstram a relação entre o aumento no consumo de alimentos ricos 

em carotenoides e a diminuição no risco de várias doenças. Ainda não foi estudado o 

efeito do licopeno sobre o déficit cognitivo no modelo de isquemia cerebral e a 

sinalização intracelular envolvida nesse efeito.  O presente estudo visa avaliar um 

possível efeito do licopeno e a melhor compreensão dos mecanismos envolvidos na 

ação anti-inflamatórias em camundongos submetidos à isquemia cerebral focal 

permanente. 

 

3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Estudar o efeito do licopeno induzido pela oclusão permanente da artéria 

cerebral média (pMCAO) sobre o dano neuronal e déficit de memória e os mecanismos 

de proteção em camundongos. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

 Em animais submetidos à oclusão da artéria cerebral média (pMCAO) e tratados 

com licopeno, avaliar: 

  A área de infarto isquêmico e os déficits sensórios-motores 

  Os déficits de memória trabalho, espacial, episódica e aversiva 

 A resposta inflamatória pela imunomarcação do GFAP, Iba-1 e TNF-α. 

 Avaliar o efeito do licopeno sobre a expressão do NF- κB, GSK3-β e do 

marcador sináptico, sinaptofisina por Western Blot  

 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Animais  
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Foram utilizados camundongos Swiss adultos, machos, com peso entre 25 e 30g, 

provenientes do biotério central do Campus do Pici, da Universidade Federal do Ceará 

(UFC) e Mantidos no biotério setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia, 

Faculdade de Medicina, UFC. Os animais foram mantidos em gaiolas plásticas 

apropriadas, forradas com raspas de madeira, com ciclo de claro/escuro de 12 h/12 h e 

alimentados com ração padrão e água à vontade. 

No que se refere aos cuidados com os animais, este estudo seguiu os princípios 

éticos da experimentação animal estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle e 

Experimentação Animal (CONCEA). O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no 

Uso de Animais (CEUA) sob número 029/16.  

 

 

 4.2 Drogas 

 

Licopeno (SIGMA, EUA); Cloridrato de Xilazina 2% (Kensol
®
 Laboratórios 

König S.A, Argentina); Cloridrato de Ketamina 5% (Vetanarcol
®
, Laboratórios König 

S.A, Argentina). Todos os reagentes utilizados eram de grau analítico. 

 

 

4.3 Protocolo experimental 

 

Os animais foram divididos inicialmente em 7 grupos ilustrados na (Tabela 1). O 

licopeno foi dissolvido em uma solução de 2% de Tween 80 em solução salina 

(veículo). Foram realizados 3 protocolos experimentais como descrito a seguir 

protocolo (1, 2 e 3). Imediatamente após os testes comportamentais os animais foram 

eutanasiados por decaptação para a realização do TTC ou Western Blotting (Protocolo 1 

e 3) ou anestesiados com tiopental sódico (10mg/kg) e perfundidos com 

paraformaldeido (protocolo 2) destinados à técnica de imunohistoquimica. Os 

protocolos 2 e 3 foram realizados utilizando apenas os grupos de animais que recebaram 

o licopeno nas doses com que responderam ao protocolo 1. 

 

Tabela 1. Grupos Experimentais 
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Grupo Experimental Tratamento Dose 

FO (Falso 

operado 

      Veículo (Tween80 a 2%) ---------- 

FO Lic 20 Licopeno 20mg/kg v.o 

pMCAO 

(Oclusão permanente da 

artéria cerebral média) 

Veículo ----------- 

pMCAO Lic 2 Licopeno 2 mg/kg v.o 

pMCAO Lic 10 Licopeno 10mg/kg v.o 

pMCAO Lic 20 Licopeno 20mg/kg v.o 

pMCAO Lic 40 Licopeno 40mg/kg v.o 
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4.4 Isquemia cerebral focal permanente por oclusão da artéria cerebral média 

(pMCAO) (TAMURA et al., 1981) 

 

Os animais foram anestesiados com xilazina (10 mg/kg) e ketamina (90 mg/kg) 

administrados por via intraperitoneal (i.p) para o procedimento cirúrgico. A temperatura 

foi mantida entre 36,5 e 37º C com o auxílio de uma lâmpada incandescente. 

Inicialmente foi realizada uma incisão na linha entre o olho esquerdo e a orelha, 

o músculo temporal foi dissecado e, posteriormente, realizada uma craniectomia com 

uma broca odontológica de 1 (mm), seguido da exposição e eletrocauterização da artéria 

cerebral média. Em seguida a incisão foi suturada com fio de seda agulhado 4.0, e os 

animais foram colocados em gaiolas para recuperação da cirurgia com livre acesso a 

água e comida. Os animais falso-operados (FO) foram submetidos aos procedimentos 

descritos para isquemia, exceto a eletrocauterização da artéria cerebral média (Figura 4).  

 

Figura 4: Eletrocauterização da artéria cerebral média 

 

 

Arte: Jéssica Rabelo 

 

4.5 Avaliação do infarto isquêmico - cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazol (TTC)  

 

A coloração com o cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazol (TTC) foi descrita 

primeiramente por Jestaedt e Sandritter (1959) para quantificação da área de infarto do 

miocárdio. E neste trabalho foi utilizada para identificar e quantificar as regiões de 

infarto decorrentes da isquemia cerebral focal. O TTC é um sal que recebe um próton da 

succinato desidrogenase na membrana interna da mitocôndria, o que o reduz para uma 

forma insolúvel, o formazam, com coloração avermelhada que se deposita nas células 
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viáveis. As células da região de infarto não possuem mitocôndrias viáveis, não havendo 

a formação da coloração vermelha e, portanto, apresentando-se com a cor pálida.  

Vinte e quatro h após a isquemia os animais foram eutanasiados por decapitação 

e seus cérebros foram removidos, cortados e conservados em salina gelada até o 

momento da coloração, os cérebros foram fatiados na espessura de 2 mm e imersos em 

solução de 2% de TTC à 37°C por 30 min. Em seguida, as fatias tiveram suas imagens 

digitalizadas em alta resolução, sendo analisadas as áreas de infarto e as áreas totais 

para os cálculos das respectivas percentagens. A análise foi realizada utilizando-se o 

software Image J. 

 

4.6  Avaliação Neurológica  

 

A avaliação sensório-motora foi realizada 24 h após a isquemia. Os achados 

neurológicos foram pontuados utilizando uma escala previamente descrita por Garcia e 

colaboradores (1995).  

Os parâmetros avaliados foram: a atividade espontânea, que analisa a habilidade 

do animal de se aproximar das paredes de uma arena circular de polipropileno (30cm de 

diâmetro), explorando o ambiente; a simetria do movimento das quatro patas, que 

analisa se o animal ao ser segurado pela cauda e suspenso no ar possui simetria dos 

quatro membros; o estiramento das patas dianteiras, que avalia se o animal caminha 

sobre as patas dianteiras na borda de uma mesa; a escalada, que analisa a capacidade do 

animal de subir e agarrar firmemente  uma grade de ferro ou de fazer movimentos 

circulares; a propriocepção corpórea na qual o animal é tocado com uma pinça em 

ambos os lados do corpo e sua reação é observada, para a avaliação da resposta 

sensorial; e a resposta ao toque da vibrissa, no qual a pinça toca as vibrissas em ambos 

os lados do animal. 

O total de escores dado a cada animal ao fim da avaliação (escore neurológico) 

vai de 3 a 18 pontos, representando o somatório dos escores obtido pelo animal em cada 

parâmetro analisado (Tabela 2). 

 

 

 

 

 



44 

 

 

 

Tabela 2 – Escala utilizada para a avaliação neurológica. 

 

Fonte: Adaptado de Garcia et al., 1995. 

 

4.7 Avaliação da atividade locomotora - Teste do Campo Aberto  

O teste do campo aberto foi originalmente descrito por Hall (1934), para analisar 

o estado emocional em ratos. O teste utilizado nesse trabalho foi baseado no modelo de 

Broadhurst (1957) e foi utilizado com o intuito de aferir a capacidade locomotora dos 

animais. O campo aberto consiste de uma arena quadrada (30 x 30 x 15 cm) de acrílico 

preto com o piso dividido em nove quadrantes iguais (Figura 5). No teste o animal foi 

colocado na arena e deixado para explorar o ambiente por 5 min, durante este período 

foi registrado o número de quadrantes atravessados pelo animal (número de 

cruzamentos), número de vezes que o animal se levantou para explorar o ambiente, 

mantendo-se suspenso apenas pelas patas traseiras, caracterizando o comportamento 

exploratório do tipo rearing. A arena foi limpa com álcool a 20% após cada animal ser 

retirado, para evitar interferência do cheiro de urina e fezes no teste.  
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Figura 5 – Arena do Campo Aberto 

 

 

Fonte: LNC 

 

4.8 Avaliação da memória de trabalho - Teste do labirinto em Y  

A memória operacional ou de trabalho foi avaliada através do teste do labirinto 

em Y. O labirinto em Y é composto por 3 braços de madeira com 16 cm de altura, 5 cm 

de largura e 40 cm de comprimento (Figura 6).  Nesse teste, o animal é colocado no 

labirinto e deixado explorar por 8 min (Sarter et al., 1988). Os animais apresentam forte 

tendência de alternar a entrada nos diferentes ambientes.  

 

Figura 6 - Labirinto em Y. 

 

Fonte: LNC. 
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Para a avaliação da memória os braços foram numerados. O animal foi colocado 

no aparelho, no braço 1, e durante 8 min o número do braço que o animal entrou foi 

anotado em sequência. Foi considerado acerto cada vez que o animal entrou em 3 

diferentes braços sem repetição. O resultado foi expresso em porcentagem e obtido 

através da seguinte fórmula: 

 

 

 

O sucesso do teste é indicado pela alta taxa de alternância nos grupos controle, 

indicando que os animais podem se lembrar em qual braço eles entraram por último 

(Stone et al., 1991). Entre cada sessão, o labirinto foi higienizado com uma solução de 

álcool a 20% e secado com toalhas de papel. 

 

4.9 Avaliação da memória episódica – Teste do Reconhecimento de Objetos  

 

O teste de reconhecimento de objetos é baseado na tendência natural dos animais 

buscarem o novo. Durante o treino o animal foi colocado numa arena quadrada (30 x 30 

x 15 cm) de acrílico preto contendo dois objetos iguais (OI) e, durante 10 min, ele podia 

explorar o ambiente e os objetos (Figura 7A). Após 1 h, um dos objetos iguais foi 

substituído pelo objeto novo (ON) e o animal foi colocado novamente na arena (teste) 

(Figura 7B). Durante 5 min o tempo que o animal utilizou explorando cada um dos 

objetos foi anotado. O resultado foi expresso como índice de reconhecimento e foi 

obtido através da seguinte fórmula matemática: (tempo ON – tempo OI)/ (tempo ON+ 

tempo OI). 

 

Figura 7: Arena com objetos 
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Fonte: Autoria própria 

 

 

4.10 Avaliação da memória espacial - Teste do Labirinto Aquático  

 

Nesta versão do labirinto aquático os roedores aprendem a nadar a uma distância 

mais curta possível das bordas de um tanque de água para uma plataforma escondida 

abaixo da superfície. Eles aprendem guiados por pistas nas paredes ou outros estímulos 

visuais externos ao tanque. Esta tarefa espacial é dependente do hipocampo. 

O animal foi colocado de forma aleatória em uma piscina circular (90 cm de 

diâmetro e 60 cm de profundidade) contendo água turva (30 cm de altura) com tinta 

branca não tóxica à 26 ºC, dividida espacialmente em quatro quadrantes, devendo 

encontrar uma plataforma (7cm de diâmetro) submersa 2cm (Figura 8).  O animal teve 

60s para achar a plataforma (que permaneceu no mesmo local em todos os treinos) e lá 

permaneceu por 10s. Este treino foi realizado quatro vezes por dia com intervalos de 

30s entre os treinos, durante dois dias (aprendizagem) e 48h após o último treino, os 

animais foram submetidos ao teste, agora sem a plataforma, onde foi avaliada a 

aquisição da memória. Na ocasião, o animal permaneceu na piscina por 60s e foi 

registrado o tempo em que o animal permanece no quadrante em que a plataforma 

deveria estar, o tempo de latência para encontrar o local da plataforma e o número de 

vezes em que ele cruzou o local exato da plataforma.  

 

 

 

 

 

 

A B 
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   Figura 8: Arena Water Maze 

 

  

 

 

 

                                                          

 

 

 

Fonte: Autoria própria. 

 

 

 

 

4.11 Avaliação da memória aversiva – Teste da Esquiva Passiva 

 

O teste de esquiva passiva envolve o aprendizado de evitar o choque reprimindo 

a tendência natural do animal de explorar o ambiente, um componente aversivo que 

constitui uma resposta condicionada.  

O aparelho consiste de uma caixa de acrílico (48 x 22 x 22), com o piso 

constituído por uma plataforma e uma grade eletrificada (Figura 9). O animal foi 

colocado na plataforma e deixado para ambientação no aparelho durante um 1 minuto, e 

depois retirado. Após 30 segundos, o animal foi colocado novamente na plataforma. O 

animal ao descer da plataforma recebeu um choque de 0,5 mA, durante 1 segundo, com 

o tempo de latência para entrar sendo registrado, até um máximo de 5 min (treino). 

Retirou-se o animal e após 15 min este foi colocado novamente na plataforma e 

registrou-se a latência de descida (avaliação da memória recente). A retenção do 

aprendizado (avaliação da memória tardia) foi testada após 24 h, quando o animal foi 

colocado na plataforma e o tempo de latência para a descida da plataforma foi 

registrada, nessa etapa o animal não recebe o choque.  

 

Figura 9:  Aparelho de Esquiva Passiva 
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. 

Fonte: Insight LTDA. 

 

4.11.1 Preparo da amostra para avaliação da expressão de sinaptofisina através da 

técnica de Western blot 

 

Tecidos do corpo estriado e do córtex foram homogeneizadas separadamente em 

5 mL de tampão de sacarose 32 mM, EDTA 1 mM, Hepes 10 mM e BSA 1 mg/mL, 

usando um pistão de vidro (potter). Os homogenatos foram centrifugados a 3.000g 

durante 10 min a 4ºC, para remoção de debris. O sobrenadante foi submetido a uma 

nova centrifugação de 14.000 g durante 12 min a 4ºC. Após a centrifugação o 

sobrenadante foi desprezado e o pellet foi ressuspendido em 1mL de solução de Percoll 

a 45% seguido de nova centrifugação a 20.000 g por 2 min. Após a centrifugação foi 

coletado o que ficou em suspensão no Percoll e submetido a duas centrifugações 

sucessivas em KHR a 20.000 g por 2 min. Os pellets resultantes foram ressuspendidos 

em 50 μL de SDS a 5% com inibidor de protease. A quantidade de proteína total 

presente na amostra foi determinada usando o método de Lowry, e a albumina sérica 

bovina utilizada como padrão.  

 

 

4.11.2. Preparo da amostra para a avaliação da expressão de NF ƘB e GSK-3β  

 

Na marcação de NF- κB foi utilizadoo extrato total tecidual do tecido cortical e 

do tecido estriatal, estes foram homogeneizados em 100 µl de tampão de lise (1ml de 

tampão de lise + 10 µM de PMSF+ Inibidor de protease 0,1%) para cada 10 mg de 

tecido a 4ºC, com o intuito de garantir a total lise foram agitados gentilmente a 4ºC por 
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1 hora em agitador de placas, após a agitação foram centrifugados a uma velocidade de 

12000 RPM por 15min (WANG et al., 2015). 

 

4.11.3 Avaliação da expressão de sinaptofisina, NF-κB e GSK-3β  

 

As amostras foram desnaturadas por adição de um tampão contendo – Tris 125 

mM, glicerol 20%, DTT 100 mM, SDS 4%, e de Azul de Bromofenol 0,02% - seguida 

de aquecimento a 90 ºC durante 5 min. Quantidades iguais de proteínas totais (50µg 

para NF -ƘB e GSK-3β e 20µg para a sinaptofisina) foram aplicadas em cada poço de 

gel de poliacrilamida-SDS 12,5 %, utilizando-se o sistema Mini Protean®3Cell (Bio-

Rad, EUA). Adicionou-se tampão de corrida (Tris 25 mM; Glicina 192 mM e SDS 

0,1%) e em seguida iniciou-se a corrida em condições constantes de voltagem e 

variáveis de miliamperagem por 2 h. Após a separação proteica se deu o início da 

transferência (overnight, 100 V, 395 mA) para a membrana PVDF (BIO RAD), 

previamente ativada por imersão em metanol durante 5s, seguida de um a imersão de 5 

min em água, e finalmente em tampão de eletrotransferência (Tris 25 mM; Glicina 192 

mM e Metanol 20 %) durante 5 min.  

Após a transferência as membranas foram bloqueadas com leite desnatado a 5 % 

em TBS-T por uma hora, sob agitação, à temperatura ambiente. Em seguida as 

membranas foram incubadas em TBS-T overnight contendo os seguintes anticorpos 

primários: NF-κB (rabbit 1:1000, Santa Cruz Biotechnology,CA); GSK3-β (goat,1:800, 

ABCAM); Sinaptofisina (rabbit 1:2000, SIGMA). 

A seguir, as membranas foram lavadas com TBS-T (3 lavagens) e incubadas 

com anticorpos secundários marcados com peroxidase: anti-IgG rabbit (1:3000; BIO 

RAD) e anti-IgG goat (1:2000; SIGMA) por 1 hora. Após esse período as membranas 

foram novamente lavada com TBS-T (3 lavagens) e então incubadas com ECL 

(Enhanced Chemi-Luminescent substrate, BIO RAD, EUA) de acordo com 

especificações do fabricante. A detecção foi realizada utilizando o aparelho 

fotodocumentador Quemi-Doc (BIO RAD) e analisadas pelo software Image Lab (BIO 

RAD). Os resultados foram expressos como intensidade relativa entre as bandas das 

proteínas analisadas.  

 

4.12. Avaliação da astrogliose e microgliose através da imunomarcação com GFAP 

e Iba 1. 
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A avaliação da ativação de astrócitos foi feito pela imunomarcação com o 

anticorpo para GFAP (Glial fibrillary acidic protein) (Sigma-Aldrich) e a microgliose 

IBA1(Wako laboratory chemicals) esta proteína ligada ao cálcio é expressa por 

macrófagos /micróglia e superexpressa na ativação dessas células. 

 Os animais foram perfundidos através do ventrículo esquerdo com salina 

gelada, seguido de paraformaldeído a 4% em PBS. Os cérebros foram removidos e pós-

fixados com formol tamponado por 24 h, após esse período foram armazenados em 

solução crioprotetora de sacarose a 30% em geladeira. O tecido foi cortado no criostato, 

as fatias de 30 µm foram armazenadas em placa de 24 poços com solução tampão PBS e 

0,01% de azida sódica. Foram selecionadas três fatias de cada animal, aleatoriamente, 

ao longo da área da lesão 

As fatias foram lavadas três vezes em PBS por 5 min e depois simultaneamente 

permeabilizadas e bloqueadas com TBS (0,05 M) Tampão Tris base com 150 mM de 

NaCl, pH 7,2) contendo 0,2 % Triton X-100 e 10 % de soro de cabra, por 1 hora a 

temperatura ambiente (TA). Em seguida, foram incubadas, free-floating, com os 

anticorpos primários preparados em solução de bloqueio (anti-GFAP, 1:500, mouse 

policlonal, Sigma-Aldrich,) ou anti-Iba1, 1:1000, rabbit, policlonal, Wako) overnight a 

TA e depois lavadas 3 vezes por 10 min cada em PBS. Posteriormente, foi realizada a 

incubação por 2 h em TA com os anticorpos secundários (goat anti-mouse ou goat anti-

rabbit, conjugado com o fluorocromo Alexa Fluor 594 (Invitrogen, Portugal) e 

fluorocromo Alexa Fluor 488 (Invitrogen, Portugal) respectivamente, diluído a 1:200 

em solução de bloqueio. Após serem lavadas mais 3 vezes em PBS as fatias foram 

montadas em lâminas gelatinizadas usando o meio de montagem fluoromount (Sigma-

aldrich) e deixadas secar protegidas da luz. A visualização foi realizada no microscópio 

de fluorescência Zeiss Axiovert 200. 

 

4.13 Avaliação da imunoreatividade para TNF-α   

 

Quatro dias após pMCAO, os animais (n=4/grupo), foram anestesiados com 

xilazina (10mg/kg) e ketamina (90mg/kg) por via intraperitoneal e perfundidos 

transcardialmente com salina, seguido por paraformaldeído a 4% em PBS. Os cérebros 

foram removidos e fixados com formol tamponado durante 24 h e armazenados em 

sacarose a 30% (4ºC), até a realização dos cortes. Os cortes coronais do córtex e 
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estriado foram feitos em um criostato (Leica CM3050 S, Heidelberg, Alemanha) a -21 

ºC, e armazenados free floating em PBS (4ºC) numa série de “um em seis” de 50 mm 

(300 mm de intervalo).  

Para a realização da técnica de imunohistoquímica, as fatias cerebrais foram 

lavadas três vezes durante 10 min (cada) com PBS e incubadas (PBS + 10% de metanol 

e 1,05% de peróxido de hidrogênio), durante 40 min à temperatura ambiente, para 

bloquear a atividade da peroxidase endógena. Depois de lavar 3 vezes durante 10 min 

(cada) com PBS e tendo bloqueadas as ligações inespecíficas com soro normal de cabra 

em PBS a 10% suplementado com Triton X-100 (solução de bloqueio) durante duas h à 

temperatura ambiente, as secções foram incubadas com os anticorpos primários (anti-

TNF-α,1: 250, Santa Cruz Biotechnology) diluída em solução de bloqueio a 4ºC durante 

48 h. As secções foram então lavadas três vezes durante 10 min, em PBS e 

subsequentemente incubadas com conjugado de avidina-biotina-peroxidase (coloração 

Sistema ABC, Santa Cruz Biotechnology), durante 30 min. Após a lavagem, as lâminas 

foram incubadas com anticorpo de cabra anti-coelho biotinilado (anticorpo secundário), 

diluído 1:500 em solução de bloqueio. Como revelador foi utilizado o DAB. As fatias 

foram montadas em entellan (Merck, Alemanha), e visualizadas sob um microscópio 

(Nikon Elipse E200) com aumento de 400x. Foram selecionadas três fatias de cada 

animal, aleatoriamente, ao longo da área da lesão e a quantificação das células foi 

realizada utilizando o software Image J (NIH, Bethesda, MD, EUA). As células foram 

consideradas positivas para TNF-α quando apresentaram uma coloração acastanhada. 

Os resultados foram expressos por densitometria óptica. 

 

4.14 Análise estatística 

 

Antes da realização dos testes estatísticos foi feito o teste de normalidade para a 

distribuição de frequência de dados. No caso de distribuição normal foram usados os 

testes paramétricos (ANOVA, Bonferroni e Tukey) em caso negativo foram feitos os 

testes não paramétricos (Kruskall-Wallis ou Man-Whitney). Valores expressos por 

média ±EPM ou mediana (mín-máx).  

O critério de significância utilizado foi de p < 0,05. O software de análise 

usado foi Graph Pad Instat® 5.0. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1. Efeito do licopeno sobre o dano isquêmico dos animais submetidos à pMCAO. 

 

Os animais submetidos à pMCAO apresentaram dano isquêmico observado 

através medida da porcentagem de áreas sem atividade mitocondrial 24 h após a 

isquemia. A porcentagem de área nos animais isquemiados foi significativamente maior 

em relação aos animais falso-operados (FO: 1,0 (1,0-1,0) %; pMCAO: 10,7 (5,8-16,4) 

%). O tratamento com o licopeno na dose de 20 mg/kg foi capaz de diminuir 

significativamente a área isquêmica quando comparados com os animais isquemiados 

(pMCAO + LIC2: 8,3 (7,1-11,5) %; pMCAO+LIC20: 5,75 (5,0-7,5) %) (Figura 10 e 

11). 

 

Figura 10. Fotografia das fatias cerebrais submetidas à coloração com TTC 1 %.  As áreas isquêmicas, 

nas quais as células viáveis correspondem às regiões pálidas, sem coloração. 
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Figura 11. O Licopeno protege do dano neuronal isquêmico em camundongos submetidos à pMCAO 

(n=6/grupo).  
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Os animais foram isquemiados por oclusão permanente da artéria cerebral média (pMCAO),                                             

tratados 2 h após com licopeno  e a área  do infarto isquêmico avaliada 24 h depois. Os valores 

representam a mediana (MIN-MÁX). 
a
vs FO, 

b
vs pMCAO, p<0,005. Teste de Mann-Whitney para 

comparação entre dois grupos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



55 

 

5.2 Avaliação neurológica dos animais submetidos à pMCAO e tratados com 

licopeno. 

 

A avaliação neurológica foi realizada 24 h após a cirurgia onde os animais 

isquemiados apresentaram déficit sensório-motor significativo (FO: 18 (17-18) escores; 

pMCAO: 13 (13-15) escores. Os animais tratados com o licopeno, na dose de 20 mg/kg, 

obtiveram melhora no desempenho sensório-motor em relação aos animais isquemiados 

(escores- pMCAOLIC2: 12,5 (10-15); pMCAOLic10: 13(12-15); pMCAOLIC20: 15 

(15-16) (Figura 12). 

 

Figura 12. O licopeno (20 mg/kg) melhora os déficits sensório-motores em camundongos submetidos à 

pMCAO (n=6/grupo).  
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Os animais foram isquemiados por oclusão permanente da artéria cerebral média (pMCAO),                                         

tratados 2 h após com licopeno  e a avaliação neurológica 24 h depois. Os valores representam a mediana 

(MIN-MAX). 
a
vs FO, 

b
vs pMCAO, p<0,005. ANOVA, seguido do Teste Tukey. 
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5.3 Efeito do licopeno sobre a atividade locomotora de camundongos submetidos à 

pMCAO. 

 

A avaliação da atividade locomotora dos animais foi realizada através do teste 

de campo aberto, 72 h após a indução de pMCAO, onde se observou a exploração 

horizontal (número de cruzamentos) e vertical (rearing) dos animais. Os animais 

isquemiados apresentaram maior número de cruzamentos em relação aos animais falso-

operados (número de cruzamentos- FO: 104,4±9,3; FO+LIC20: 86,5±5,7; pMCAO: 

116,6±10,92). Não foram observadas diferença comparando aos animais isquemiados e 

animais tratados com licopeno (número de cruzamentos-pMCAO +LIC20: 

124,5±11,74; pMCAO+LIC40:128,6±14,12) (Figura 12). Na avaliação da exploração 

vertical foi observado uma diminuição significativa do número de rearings nos animais 

isquemiados em relação aos animais falso-operados (número de rearing- FO: 6,4±1,9; 

FO+LIC20: 15,18± 2,45; pMCAO: 1,13± 0,29) e o tratamento com o licopeno 20 mg/kg 

foi capaz de proteger essa alteração (número de rearings-LIC20: 7,21±2,0 número de 

rearings; LIC40: 2,78±1,12 número de rearings) (Figura 13). 

 

Figura 13. Efeito do licopeno (20 e 40 mg/kg) sobre o número de cruzamentos e explorações verticais no 

teste do campo aberto de camundongos submetidos à pMCAO (n=8/grupo) 
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Os animais foram isquemiados por oclusão permanente da artéria cerebral média (pMCAO),                                         

tratados 2 h após com licopeno e nos 3 dias seguintes, sendo a atividade locomotora avaliada 3 dias após 

pMCAO. Os valores representam a média ± EPM.
a
vs FO, 

b
vs pMCAO. p< 0,005, ANOVA, seguido do 

teste de Tukey. 
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5.4 Efeito do licopeno sobre a memória de trabalho de camundongos submetidos à 

pMCAO. 

 

Na memória de trabalho, avaliada pelo teste do labirinto em Y, realizado 72 h 

após a cirurgia, os animais isquemiados apresentaram um déficit de memória em relação 

aos animais falso-operados (FO: 65,7 (58,6-70,6) %; FO+LIC20: 59,2 (44,4-73,5) %; 

pMCAO: 50,4 (37,1-65,7) %). Esse déficit foi prevenido significativamente pelo 

tratamento com o licopeno na dose de 20 mg/kg (pMCAO+LIC20: 67,8 (50,0-83,3) %; 

pMCAO+LIC40: 59,6 (37,5-75,5) %) (Figura 14). 

 

Figura 14. Efeito do licopeno (20 e 40 mg/kg) sobre a memória de trabalho de camundongos submetidos 

à pMCAO (n=8/grupo).  
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Os animais foram isquemiados por oclusão permanente da artéria cerebral média (pMCAO) e tratados 2 h 

após com licopeno e nos 3 dias seguintes, sendo a memória de trabalho avaliada após 3 dias após 

pMCAO. Os valores representam a mediana (MIN-MAX). 
a
vs FO, 

b
vs pMCAO, p<0,005. ANOVA, 

seguido do teste de Tukey. 
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5.5 Efeito do licopeno sobre a memória episódica avaliada através do teste de 

reconhecimento de objetos em camundongos submetidos à pMCAO. 

 

Os animais submetidos à pMCAO apresentaram déficit na habilidade de 

reconhecer um novo objeto, avaliado 96 h após a isquemia, em relação aos animais 

falso-operados (IR- FO: 0,35 (0,05-0,54); FO+LIC20: 0,33 (0,15-0,64); pMCAO: 0,02 

(-0,13-0,36) apresentando menor índice de reconhecimento. O tratamento com o 

licopeno na dose de 20 mg/kg diminuiu significativamente este déficit (IR-

pMCAO+LIC20: 0,34(0,0-0,53); pMCAO+LIC40: 0,0 (-0,09-0,19)) (Figura 15). 

 

 

Figura 15. Efeito do licopeno (20 e 40 mg/kg) sobre a memória episódica avaliada através do teste de 

reconhecimento de objetos de camundongos submetidos à pMCAO (n = 8/grupo).  
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Os animais foram isquemiados por oclusão permanente da artéria cerebral média (pMCAO) e tratados 2 h 

após com licopeno e 4 dias seguintes sendo a memória episódica avaliada após 4 dias de pMCAO . Os 

valores representam a mediana (MIN-MAX). 
a
vs FO, 

b
vs pMCAO, p<0,005. Teste de Kruskal-Wallis. 
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5.6 Efeito do licopeno sobre a memória espacial de camundongos submetidos à 

pMCAO. 

 

 No teste de labirinto aquático de Morris podemos avaliar a capacidade de 

aprendizado dos animais avaliando a latência para alcançar a plataforma nos dias de 

treino. Nossos resultados mostraram que os animais isquemiados tiveram maior 

dificuldade de aprendizado em relação aos animais falso-operados, diferindo 

estatisticamente no segundo dia treinos quando comparamos os grupos, como podemos 

observar na figura 16 (treino 5: FO: 23,3±6,0s; pMCAO: 60,0±0,0s; treino 6: FO: 

20,7±8,3 s; pMCAO: 55,3±4,7 s; treino 7: FO: 21,3±7,1 s; pMCAO: 57,8±2,2 s; treino 

8: FO: 18,9±6,6 s; pMCAO: 60,0±0,0 s). O tratamento com a licopeno foi capaz de 

prevenir a deficiência de aprendizado induzida pela pMCAO nos treinos 7 e 8 em 

relação ao pMCAO (treino 7: LIC20: 19,55 ± 4,98 s; treino 8: LIC20: 14,82 ± 2,88s). 

(Figura 16). 

 

Figura 16. Efeito do licopeno (20mg/kg) sobre o aprendizado avaliada através do tempo de latência nos 

treinos para alcançar a plataforma de camundongos submetidos à pMCAO (n= 8/grupo). 
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Os animais foram isquemiados por oclusão permanente da artéria cerebral média (pMCAO) e tratados 2 h 

e 4 nos 4 dias seguintes com licopeno sendo o aprendizado na memória espacial 2 e 3 dias após pMCAO.. 

Os valores representam a médiaEPM. 
a
vs FO, 

b
vs pMCAO, p<0,005. ANOVA, seguido do teste de 

Tukey. 

 

 Na retenção da memória espacial, avaliada 120 h depois da cirurgia foram 

avaliados os parâmetros de latência para atingir a plataforma, número de cruzamentos e 
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tempo de permanência no quadrante. Podemos observar que os animais isquemiados 

tiveram um déficit de memória espacial em relação aos animais falso-operados nos 

parâmetros de latência (FO: 7,63±2,95s; FO+LIC20: 4,86±1,05 s; pMCAO: 21,6±3,83 

s), número de cruzamentos (FO: 4,85±0,41; FO+LIC20: 5,0±0,47; pMCAO: 3,27±0,39) 

e tempo de permanência no quadrante (FO: 18,11±1,8 s; FO+LIC20: 13,7±2,5s; 

pMCAO: 8,4±1,4s). O tratamento com o licopeno na dose de 20 mg/kg conseguiu 

diminuir significativamente o déficit de memória espacial nos três parâmetros, a dose de 

40 mg/kg diminui o parâmetro de número de cruzamentos (Latência: pMCAO+LIC20: 

9,55± 3,03s; pMCAO+LIC40: 15,3±6,6s/Número de cruzamentos; pMCAO+LIC20: 

5,64± 0,41; pMCAO+LIC40: 6,0± 0,71/Tempo de permanência no quadrante; 

pMCAO+LIC20: 16,18±2,02s; pMCAO+LIC40: 14,5±2,63s)  (Figuras 17, 18 e 19, 

respectivamente). 

 

Figura 17. Efeito do licopeno (20 e 40 mg/kg) sobre a memória espacial, avaliada através do 

parâmetro latência para alcançar a plataforma, de camundongos submetidos à pMCAO.   
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Os animais foram isquemiados por oclusão permanente da artéria cerebral média (pMCAO) e tratados 2 h 

e 4 dias seguintes com licopeno sendo a latência da memória espacial avaliada após 5 dias de pMCAO. 

Os valores representam a média  EPM. 
a
vs FO, 

b
vs pMCAO, p<0,005. ANOVA, seguido do teste de 

Tukey. 
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Figura 18. Efeito do licopeno (20 e 40 mg/kg) sobre a memória espacial, avaliada através do 

parâmetro número de cruzamentos, de camundongos submetidos à pMCAO.  
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Os animais foram isquemiados por oclusão permanente da artéria cerebral média (pMCAO) e tratados 2 h 

e 4 dias com seguites com licopeno sendo avaliados o nº de cruzamentos após 5 dias de pMCAO. Os 

valores representam a média  EPM. 
a
vs FO, 

b
vs pMCAO.p<0,005. ANOVA seguido do teste de Tukey. 

 

 

Figura 19. Efeito do licopeno (20 e 40 mg/kg) sobre a memória espacial, avaliada através do 

parâmetro tempo de permanência no quadrante, de camundongos submetidos à pMCAO. 
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Os animais foram isquemiados por oclusão permanente da artéria cerebral média (pMCAO) e tratados 2 h 

e nos 4 dias seguintes com licopeno sendo avaliados pelo tempo de permanência no quadrante após 5 dias 
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de pMCAO. Os valores representam a média  EPM. 
a
vs FO, 

b
vs pMCAO, p<0,005. ANOVA, seguido 

do teste de Tukey. 

 

 

 

5.7 Efeito do licopeno sobre a memória aversiva de camundongos submetidos à 

pMCAO. 

 

As memórias aversivas recente e tardia foram avaliadas através do teste da 

esquiva passiva, 72 e 96 h após a cirurgia, respectivamente. Os animais submetidos à 

pMCAO apresentaram um déficit da memória aversiva recente (FO: 167,9±23,99 s; 

FO+LIC20: 112,7±19,64 s; pMCAO: 55,63±15,98 s) e tardia (FO: 196,0±22,5 s; FO+ 

LIC20: 192,6±33,05s; pMCAO: 26,11±8,12s) em comparação aos animais falso-

operados. O licopeno preveniu o déficit de memória tardia na dose de 20mg/kg, apesar 

de não ter protegido contra os déficits de memória aversiva recente em nenhuma das 

doses (MR; pMCAO+LIC20:99,47±20,23s; pMCAO+LIC40:97,88±17,07s/ MT 

pMCAO+LIC20: 177,8±27,86s; pMCAO+LIC40: 98,75±34,35s) (Figura 20). 

 

 

Figura 20. Efeito do licopeno (20 e 40 mg/kg) sobre a memória aversiva de camundongos submetidos à 

pMCAO.  
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Os animais foram isquemiados por oclusão permanente da artéria cerebral média (pMCAO) e tratados 2 h 

após e 4 dias seguintes com licopeno sendo a latência avaliada 5 dias após pMCAO. Os valores 

representam a média  EPM. 
a
vs FO. MR p<0,005, MT p<0,005. ANOVA, seguido do teste de Tukey. 
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5.8 Efeito do licopeno sobre a ativação de astrócitos evidenciada através da 

imunomarcação com GFAP no córtex temporal de camundongos submetidos à 

pMCAO. 

 

Os animais isquemiados apresentaram aumento na ativação astrocitária (GFAP) 

evidenciada pelo aumento da média de intensidade de fluorescência no córtex temporal 

5 dias após a isquemia e o tratamento com o licopeno na dose de 20 mg/kg diminui essa 

ativação (FO: 100,0±16,65%; FO+LIC20: 89,65±27,59%; pMCAO: 229,7±29,33%; 

pMCAO+LIC20: 157,4±17,79%) (Figura 21 e 22).  

 

Figura 21. Imagens representativas do efeito do licopeno (20 mg/kg) sobre a ativação de astrócitos 

(GFAP) no córtex temporal de camundongos submetidos à pMCAO. 
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Figura 22. Efeito do licopeno sobre a ativação de astrócitos (GFAP) no córtex temporal de camundongos 

submetidos à pMCAO. 
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Os animais foram isquemiados por oclusão permanente da artéria cerebral média (pMCAO) e tratados 2 h 

após. Os valores representam a média ± EPM.  
a
vs FO, 

b
vs pMCAO, p=0,0118. ANOVA, seguida do teste 

de Tukey. 
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5.9 Efeito do licopeno sobre a ativação de microglial evidenciada através da 

imunomarcação com Iba-1 no córtex temporal de camundongos submetidos à 

pMCAO. 

 

Os animais isquemiados apresentaram aumento na ativação microglial 

evidenciada pelo aumento da média de intensidade de fluorescência correspondente ao 

Iba -1 (figura 23) no córtex temporal 5 dias após a isquemia e o tratamento com o 

licopeno na dose de 20 mg/kg não reduziu essa ativação (FO: 99,62± 5,32%; 

FO+LIC20: 99,11±6,870 %; pMCAO: 128,9 ±7,696 %; LIC20: 110,3±3,612 %) (Figura 

24).  

 

Figura 23. Imagens representativas do efeito do licopeno (20 mg/kg) sobre a ativação de 

astrócitos (GFAP) no córtex temporal de camundongos submetidos à pMCAO. 
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Figura 24. Efeito do licopeno (20 mg/kg) sobre a ativação de micróglia (Iba-1) no córtex temporal de 

camundongos submetidos à pMCAO. 
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Os animais foram isquemiados por oclusão permanente da artéria cerebral média (pMCAO) e tratados 2 h 

e nos 4 dias seguintes. Os valores representam a média ± EPM.  
a
vs FO, p=0,0195. ANOVA, seguida do 

teste de Tukey. 
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5.10 Efeito do licopeno sobre a imunoreatividade de TNF-α no corpo estriado e 

córtex de camundongos submetidos à pMCAO. 

 

Os animais submetidos à pMCAO apresentaram um aumento dos níveis de TNF-

α no corpo estriado (FO: 100±14 %; pMCAO: 271±6,9%) o mesmo não ocorreu no 

córtex (FO: 97,67±8,3%; pMCAO: 105,3±3,45%). O tratamento com o licopeno foi 

capaz de diminuir o aumento de TNF-α induzido pela pMCAO (Corpo estriado: 

pMCAO+LIC20: 133,3±9,4%/Córtex: pMCAO+LIC20: 69,25±6,76%) (Figuras 25 e 

26).  

 

Figura 25. Imagens representativas do efeito do licopeno (20 mg/kg) sobre a imunreatividade 

para TNF-α no córtex temporal e no estriado de camundongos submetidos à pMCAO. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Estriado 

córtex 



68 

 

 

 

Figura 26. Quantificação por densitometria ótica dos níveis do TNF-α no corpo estriado e córtex de 

camundongos submetidos à pMCAO. 
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Os animais foram isquemiados por oclusão permanente da artéria cerebral média (pMCAO) e tratados 2 h 

e nos 4 dias seguintes com licopeno. Os valores representam a média±EPM. 
a
vs FO, 

b
vs pMCAO, 

p<0,005. ANOVA seguida pelo teste de Tukey. 
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5.11 Efeito do licopeno sobre a expressão de NFκB no corpo estriado e córtex de 

camundongos submetidos à pMCAO. 

 

Os animais submetidos à pMCAO apresentaram um aumento significativo da 

expressão de NFκB no corpo estriado e no córtex comparados aos animais falso-

operados (Corpo estriado: FO: 93,67±12,67 %; pMCAO: 213,0±40,43 %; Córtex: FO: 

84,5±4,87 %; pMCAO: 116,3±5,55 %). O tratamento com o licopeno inibiu esse 

aumento (Corpo estriado: pMCAO + LIC20: 87,5±11,5; Córtex: pMCAO+LIC20: 

51,0±9,3 %) (Figuras 27 e 28). 

 

Figura 27. Efeito do licopeno sobre a expressão de NFκB no corpo estriado de camundongos submetidos 

à pMCAO.   
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Os animais foram isquemiados por oclusão permanente da artéria cerebral média (pMCAO) e tratados 2 h 

e 4 dias seguintes com licopeno. Representação do imunoblot e análise densiométrica das bandas 

representadas. Os valores representam a média±EPM. P<0,005, 
a
vs FO, 

b
vs pMCAO, ANOVA, seguida 

pelo teste de Tukey. 
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Figura 28. Efeito do licopeno sobre a expressão de NFκB no córtex de camundongos submetidos à 

pMCAO.  

F O  L ic 2 0

0

5 0

1 0 0

1 5 0

a

b

D
e

n
s

io
m

e
tr

ia
 d

o
 N

F
-


B

 e
m

 %
 d

a
 m

é
d

ia
 d

o
s

 c
o

n
tr

o
le

s

p M C A O

 

Os animais foram isquemiados por oclusão permanente da artéria cerebral média (pMCAO) e tratados 2 h 

e 4 dias seguintes com licopeno. Representação do imunoblot e análise densiométrica das bandas 

representadas. Os valores representam a média±EPM, p<0,005,
 a

vs FO, 
b
vs pMCAO. ANOVA, seguida 

pelo teste de Tukey. 
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5.12 Efeito do licopeno sobre a expressão de GSK-3β no córtex de camundongos 

submetidos à pMCAO. 

 

Os animais submetidos à pMCAO apresentaram uma tendência ao aumento da 

expressão de GSK-3β no córtex comparados aos animais falso-operados (FO: 

105,0±18,48%; pMCAO: 166,0±24,25 %) e tratamento com o licopeno diminuiu 

significativamente esse aumento (pMCAO +LIC20: 94,25±12,37 %) (Figura 29).  

 

Figura 29. Efeito do licopeno sobre a expressão de GSK-3β no córtex de camundongos submetidos à 

pMCAO.  
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Os animais foram isquemiados por oclusão permanente da artéria cerebral média (pMCAO) e tratados 2 h 

e 4 dias seguintes com licopeno. Representação do imunoblot e análise densiométrica das bandas 

representadas. Os valores representam a média±EPM, p<0,005,
 
, 

b
vs pMCAO. ANOVA, seguida pelo 

teste de Tukey. 
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5.13 Efeito do licopeno sobre a expressão de sinaptofisina no corpo estriado e 

córtex de camundongos submetidos a pMCAO. 

 

Os animais submetidos à pMCAO apresentaram uma diminuição significativa da 

expressão de sinaptofisina no corpo estriado comparados aos animais falso-operados, o 

tratamento com o licopeno não alterou a diminuição (FO:100,0±9,0 %; pMCAO: 

39,33±6,64 %; pMCAO+LIC20: 30,67±2,40). Não foram observadas diferenças entre 

os grupos na quantificação de sinaptofisina no córtex (FO: 100,0±21,01 %; pMCAO: 

119,0±11,42 %; pMCAO+LIC20: 110,0±13,39 %) (Figuras 30 e 31). 

 

Figura 30. Efeito do licopeno na expressão da proteína sinaptofisina no córtex de camundongos 

submetidos a pMCAO. 
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Os animais foram isquemiados por oclusão permanente da artéria cerebral média (pMCAO) e tratados 2 h 

e 4 dias seguintes com licopeno. Representação do imunoblot e análise densiométrica das bandas 

representadas. Representação do imunoblot e análise densitométrica das bandas representadas por 

média±EPM.
 a
vs FO p<0,005,  
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Figura 31. Efeito do licopeno na expressão da proteína sinaptofisina no estriado de camundongos 

submetidos à pMCAO. 
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Os animais foram isquemiados por oclusão permanente da artéria cerebral média (pMCAO) e tratados 2 h 

e 4 dias seguintes com licopeno. Representação do imunoblot e análise densiométrica das bandas 

representadas Representação do imunoblot e análise densitométrica das bandas representadas por 

média±EPM. p<0,005 
 a
vs FO, 

b
vs pMCAO. ANOVA, seguido do teste de Tukey. 
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6 DISCUSSÃO 

 

São necessários estudos que visem a pesquisa por drogas que protejam os 

neurônios da isquemia e evitem o progresso da cascata bioquímica que leva a morte 

celular (ZHOU et al., 2008) e que sejam de custo mais acessível para que possam 

ingressar na padronização do SUS como coadjuvantes à terapia trombolítica que 

apresenta alto custo. 

No presente estudo, demonstramos o efeito neuroprotetor do licopeno nos 

déficits de memória induzidos por pMCAO em camundongos. Nossos resultados 

revelaram que o licopeno suprime a resposta inflamatória e a ativação glial, e previne os 

déficits de memória induzidos por isquemia cerebral. 

Dados atuais mostram que uma dieta rica em alimentos fitoquímicos é capaz de 

melhorar déficits na função cognitiva tanto de animais e como de humanos relacionados 

à idade. Apesar de historicamente o efeito neuroprotetor destas substâncias, ser 

atribuído à sua ação antioxidante, atualmente se sabe que a ação antioxidante não é a 

única responsável pela habilidade de prevenir ou reverter disfunções neuronais e déficits 

cognitivos. Estudos recentes apontam para diversos outros mecanismos neuroprotetores 

em potencial, como ação anti-inflamatória, regulação de fatores de transcrição e 

inibição de proteínas (RENDEIRO et al., 2012). 

O licopeno é encontrado naturalmente no tomate e em outras frutas como o 

papaia, a goiaba vermelha e melancia (KLIPSTEIN-GROBUSCH et al., 2000). Entre os 

carotenóides naturais, o licopeno tem a alta capacidade de para eliminar os radicais 

livres: sendo 10 vezes maior que o α-tocoferol, 47 vezes maior que β-caroteno e 100 

vezes mais  que a vitamina E (CONN; SCHALCH; TRUSCOTT, 1991). Além disso, 

estudos sugerem que o licopeno tem propriedades como anti-apoptose, anti-inflamatório 

(MILLER et al., 1996); FUJITA et al., 2013). Cerca de 10 a  30 % do licopeno na dieta 

é absorvida pelos seres humanos e distribuída em vários tecidos, incluindo glândula 

adrenal, fígado, próstata, cérebro e testículos (RAO; ALI, 2007). Foi avaliado o 

consumo de 25 g de purê de tomate que equivale a 7 mg de licopeno e 0,3 mg de beta-

caroteno, durante 14 dias consecutivos. Em conclusão, foi observado que pequenas 

quantidades de purê de tomate adicionadas à dieta durante um curto período de tempo 

podem aumentar as concentrações de carotenóides e a resistência dos linfócitos ao 

estresse oxidativo (PORRINI; RISO, 2000). O licopeno protege camudongos de dano 
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causado pela isquemia global transitória e tem sua neuroproteção associada a ativação 

da via de sinalização Nrf2/HO-1 (LEI et al., 2016). 

Em muitos pacientes o AVC é causado devido à oclusão da artéria cerebral 

média (MICHALSKI et al., 2011) e mesmo quando a revascularização é bem-sucedida, 

o resultado é por vezes lesão por reperfusão (KENT; MANDAVA, 2007). Dentre os 

diversos modelos experimentais de isquemia cerebral podemos citar o modelo de 

oclusão da artéria cerebral média de modo permanente ou transitório. O modelo 

utilizado no presente trabalho foi de oclusão permanente da artéria cerebral média 

(pMCAO). Este modelo está padronizado e resultados como as alterações histológicas, 

neuroquímicas, comportamentais e a geração de radicais livres no cérebro de animais já 

estão comprovados (ASSHAFAQ et al., 2011), assim como ativação microglial, 

astrocitária e redução de proteínas sinápticas em camundongos submetidos à pMCAO 

(FONTELES et al., 2016). Sendo por esta razão um modelo bastante utilizado para 

reproduzir experimentalmente eventos que ocorrem no AVC em humanos.  

Ao avaliarmos a porcentagem da área isquêmica, 24 h após a isquemia, pela 

técnica de coloração do TTC verificamos que os animais submetidos à pMCAO 

apresentaram área isquêmica em torno de 10%. Outros trabalhos na literatura têm 

demonstrado que ocorre o surgimento de área ou de volume isquêmico no córtex e 

estriado após a oclusão da artéria cerebral média em camundongos e que o pico máximo 

se observa após 24 h da indução de pMCAO (WANG et al., 2016, FONTELES et al., 

2016, FERREIRA et al., 2016). Fonteles e colaboradores 2016 verificou o surgimento 

de 6% de área isquêmica em relação a área total avaliada, enquanto Ferreira e 

colaboradores 2016 verificaram surgimento de 13% de área isquêmica. TU e 

colaboradores (2010) evidenciaram que volume da área de infarto isquêmico cerebral 

foi significativamente maior 6 h após a indução de pMCAO, atingindo o pico máximo 

24 h após que chega a ser 150 vezes maior que com 6 h, e diminuindo após 72 h.  

Os animais submetidos à pMCAO tratados com licopeno na dose de 20 mg/kg 

tiveram redução na área de infarto isquêmico. Estudos demonstraram que a exposição 

prolongada ao licopeno, 31 dias, com dose de 1 mg/kg reduz o dano causado pela 

isquemia/reperfusão do miocárdio de ratos (IM). Benefícios esse atribuídos a 

capacidade do licopeno de reduzir a peroxidação lípidica induzida por IM e através da 

análise histopatológica evidenciar a capacidade do licopeno de reduzir o infiltrado 

inflamatório, edema e o dano necrótico ao músculo cardíaco (BANSAL et al., 2006). 

Ratos submetidos ao modelo de MCAO transitória e tratados antes da isquemia e 
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reperfusão com licopeno nas doses 2 mg/kg e 4 mg/kg i.p apresentaram redução do 

volume de infarto isquêmico, avaliado pelo TTC (HSIAO et al., 2004). Tong e 

colaboradores em 2016 demostraram que 1 µM de licopeno administrado i.v. reduziu a 

área de infarto no miocárdio causada por 20 min de isquemia e 4 h de reperfusão. Essa 

redução pode ser atribuída por a capacidade do licopeno atenuar a apoptose induzida 

por H2O2, já que, durante a isquemia, a atividade mitocondrial é inibida pela escassez de 

oxigênio e ROS é gerado drasticamente. 

A avaliação neurológica realizada 24 h após pMCAO foi realizada pela escala 

desenvolvida por Garcia e colaboradores (1995) com o objetivo de observar no modelo 

animal de isquemia os sinais e sintomas neurológicos parecido com os apresentados por 

pacientes após um AVC isquêmico. No presente trabalho, os animais submetidos à 

pMCAO apresentaram déficits neurológicos. Embora exista uma recuperação 

espontânea da função neurológica, visualiza-se um déficit, 24 h após a indução de 

pMCAO (LI et al., 2008). Estudos anteriores (LIU et al., 2017; FERNANDES et al., 

2014) demonstraram que o modelo de pMCAO provoca alteração sensório motora 

quando avaliamos pela escala de Garcia e colaboradores (1995). O infarto no córtex 

cerebral, que podemos observar através da coloração com TTC, é uma das causas dos 

déficits neurológicos observados em animais (LI et al., 2008). No presente trabalho os 

animais isquemiados e tratados com licopeno v.o, na dose de 20 mg/kg, apresentaram 

menor comprometimento sensório-motor. O trabalho de Lei e colaboradores (2016) 

demonstrou que camundongos submetidos ao modelo de oclusão bilateral das carótidas 

tratados com licopeno, 20 mg/kg, i.p, 7 dias antes da cirurgia, possuem menor dano 

neurológico e este efeito se deu através da redução de estresse oxidativo e aumento de 

GSH. Outro estudo mostrou que o licopeno fornecido na comida (5 mg – 100 g de 

comida/ração) aumenta proteínas sinalizadoras antiapoptóticas como bcl2 após 1, 3 e 7 

dias de isquemia bilateral das carótidas em gerbil. Assim como, induziu a um aumento 

na atividade de SOD e inibiu a apoptose (FUJITA et al., 2013). Já foi demonstrado que 

o ácido retinóico, outro carotenóide, administrado 30 min após MCAO, promove 

significativa melhora da função neural (LI et al., 2008).  

Alguns estudos sugerem que a redução do volume da área de infarto é 

acompanhada por uma melhoria no quadro funcional (KARELINA et al., 2009) 

(CRAFT et al., 2005). Níveis elevados de espécies reativas de oxigênio durante a 

cascata isquêmica, e o subsequente esgotamento das enzimas antioxidantes existentes, 

podem resultar numa degradação maciça dos sistemas de defesa antioxidante 
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endógenos, resultando na incapacidade de proteger os neurônios dos danos oxidativos 

(ALTERMANN et al., 2107). Estudos recentes têm demonstrado que as moléculas 

oxidativas formadas nas mitocôndrias também podem desempenhar um papel como 

mediadores da sinalização molecular, em vias apoptóticas mitocôndria dependente, que 

envolvem ligação protéica de fatores pró e anti-apoptóticas e a liberação de citocromo c 

(NIIZUMA et al., 2010). O efeito antioxidante pode ser um dos mecanismos pelo qual o 

licopeno esteja recuperando a função neurológica no presente trabalho, visto que 

reduzindo o estresse oxidativo e melhorando a resposta anti-apoptótica, o licopeno 

protege a progressão da lesão, reduzindo a área de infarto isquêmico e recuperando as 

funções neurológicas. 

A atividade locomotora dos animais foi avaliada 72 h após pMCAO, através do 

teste de campo aberto, onde verificamos que não houve alteração na atividade 

locomotora quando avaliado o parâmetro de exploração horizontal entre os grupos 

estudados. Esses dados corroboram com os achados de Fernandes e colaboradores 

(2014), que também não observaram aumento do número de crossings no teste do 

campo aberto em animais submetidos à pMCAO. Diversas áreas cerebrais são afetadas 

pela isquemia, dentre elas o córtex, o corpo estriado e hipocampo (RICE et al., 1981). 

Os déficits motores e de memória presentes após a isquemia são associados a 

diminuição do fluxo sanguíneo nessas áreas (NETTO et al., 1993; NUNN; HODGES, 

1994; HODGES et al., 1997; NELSON et al., 1997; ISHIBASHI et al., 2004). O tecido 

cerebral é extremamente sensível a períodos sem aporte de oxigênio, que podem 

desencadear a cascata de excitoxicidade, perda da homeostase do Ca
2+

, inflamação e 

estresse oxidativo (BROUNS; DEDEYN, 2009). A isquemia promove diminuição no 

número de “rearings” que pode ocasionar de uma menor estabilidade postural. SHEN e 

WANG (2009) mostraram que o movimento exploratório vertical era mais sensível à 

lesão cortical promovida pela pMCAO do que o movimento horizontal.  

No presente trabalho verificamos que os animais submetidos à pMCAO 

apresentaram redução da exploração vertical comparados aos animais falso-operados e o 

tratamento com licopeno, 20 mg/kg, reverteu essa alteração. No estudo de Kumar e 

colaboradores (2009) o tratamento com licopeno nas doses de 2,5, 5 e 10 mg/kg, v.o., 

protegia do déficit motor causado pelo 3-ácido nitropropiônico e o pré-tratamento com 

L- arginina revertia o efeito protetor do licopeno, sugerindo que o efeito protetor do 

licopeno, possivelmente, envolve o NO. 
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Estudo de Al-Ami e colaboradores (2016) demostraram que ratos expostos ao 

cloreto de alumínio que tem o seu depósito cerebral associado a doenças 

neurodegenerativas como Doença de Alzheimer e Doença de Parkinson, apresentavam 

diminuição da atividade locomotora e o tratamento com a astaxantina, um carotenoide, 

na dose 20mg/kg por 42 dias, preveniu o déficit motor, evidenciado pelo aumento na 

distância percorrida no aparato. O alumínio tem sua toxicidade baseada no estresse 

oxidativo, onde ocorre uma exacerbada produção de ROS (HAN et al., 2013). Neste 

trabalho, o tratamento com a astaxantina protegeu os animais através da redução de 

proteínas oxidantes e formação NO.  

Pacientes com doença cerebrovascular ocasionalmente exibem distúrbios 

cognitivos, como amnésia e desorientação topográfica (CAPLAN et al., 1985; 

CAPLAN et al., 1990). Portanto, estudamos o efeito do licopeno sobre os déficits de 

memória induzidos pela pMCAO. 

Estudos têm demonstrado que o modelo de pMCAO é capaz de induzir déficits 

de memória operacional (CARMO et al., 2014, FERNANDES et al., 2015, FONTELES 

et al., 2016). O modelo de memória operacional baseia-se na tendência dos animais de 

explorar ambientes novos. Neste tipo de teste, influências como componente emocional 

ou motivação são minimizadas, ocorrendo uma dissociação entre aprendizagem e 

memória visto que não é necessário aprender nenhuma regra (DELLU et al., 1992; 

1994). No presente trabalho observamos déficit na memória de trabalho avaliada pelo 

labirinto em Y 3 dias após pMCAO, corroborando com os trabalhos de Zhou e 

colaboradores (2014) que demonstraram déficit em memória de trabalho avaliado após 

MCAO e de Ferreira e colaboradores (2015) que encontram déficit na memória de 

trabalho após 3 dias de pMCAO. O hipocampo e o córtex pré-frontal estão envolvidos 

neste tipo de memória. O córtex pré-frontal anatomicamente está conectado ao 

hipocampo ventral e indiretamente ao hipocampo dorsal através do tálamo (YOO et al., 

2008). Os neurônios piramidais do córtex pré-frontal estão envolvidos no planejamento 

das respostas motoras e exigem do hipocampo a capacidade de organiza-las e expressa-

las (FUSTER et al., 1999; JOHANSSON; BELINCHENKO, 2002). Os neurônios pré-

frontais podem codificar informações relacionadas à eventos de curto prazo e a 

componentes específicos de tarefas espaciais (JUNG et al., 1998). O córtex pre frontal e 

o hipocampo são vulneráveis ao dano causado pela isquemia. Após isquemia cerebral 

global foi identificado uma redução do numero de neurônios piramidais, reduzindo a 

formação de espinhas dendríticas (GARCIA-CHAVEZ et al., 2008). 
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No presente trabalho o licopeno, na dose de 20 mg/kg, preveniu o déficit na 

memória operacional. Outros estudos têm demonstrado a ação do licopeno frente a 

déficits de memória operacional. O licopeno, na dose de 4mg/kg v.o, diminuiu o déficit 

na memória de trabalho de animais submetidos a dieta rica em gordura, demonstrando 

que o licopeno é capaz de atenuar a redução da densidade da espinha dendríticas 

induzida pela dieta rica em gordura (WANG et al., 2016). A crocina, um carotenóide 

como o licopeno, foi capaz de prevenir o déficit de memória de trabalho no labirinto em 

Y em ratos submetidos a modelo de Doença de Alzheimer esporádico induzido pela 

estreptozotocina, sendo esta ação da crocina de diminuir o estresse oxidativo induzido 

pela perturbação do metabolismo da glicose induzido pelo STZ (KHALILI; HAMZEH, 

2010). Assim como o licopeno, a crocina apresenta reconhecidas atividades 

antioxidantes e anti-inflamatória, mecanismos estes importantes para o combate a 

doenças neurodegenerativas. 

A tarefa de reconhecimento de objetos envolve uma memória de trabalho sem 

componente espacial. O desempenho dos animais durante a retenção da memória reflete 

uma modulação de processos mnemônicos pós-treinamento (armazenamento e/ou 

recuperação) (PITISIKAS et al., 2007).  A tarefa do reconhecimento de objetos é útil 

para avaliar regiões específicas, principalmente o hipocampo e córtex perirrinal (WIN-

SHWE; FUJIMAKI; 2011) e alterações neuroquímicas produzidas por lesões. A 

integridade do hipocampo está intimamente relacionada com o reconhecimento de 

objetos e o córtex perirrinal com a codificação, consolidação e recuperação da memória 

relacionada a objetos (WINTERS; SAKSIDA; BUSSEY, 2008). Estudos   anteriores   

envolvendo   roedores   mostraram que pMCAO induz a déficit mnemônicos 

(WILLING et al., 2003; TAMURA et al., 2001). Camundongos submetidos à 

hipóxia/isquemia apresentam baixo desempenho no reconhecimento do objeto novo 

(MCAULIFFE et al., 2009). Corroborando com nossos resultados que demonstram que 

houve uma redução no índice de reconhecimento do objeto após 4 dias de pMCAO.  

Nosso estudo demonstrou que o licopeno é capaz de prevenir o dano na memória 

episódica, relacionada a objetos causado por pMCAO. Outro estudo demonstrou que o 

licopeno exerce efeito benéfico sobre os processos de memória em modelo de Doença 

de Alzheimer induzida pela injeção de Aβ-amiloide, por restaurar os níveis de BDNF e 

por sua ação antioxidante (PRAKASH; KUMAR, 2014). A astaxantina, um carotenoíde 

como o licopeno, protege de déficit na tarefa de reconhecimento de objetos induzida por 

traumatismo craniano em camundongos, possivelmente por ativar as vias de sinalização 
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protetora, como as vias Akt e ERK (WANG et al., 2010; ZHANG et al., 2014) e 

estimulam fatores neurotróficos (JI et al., 2017). Estdos mostram que fatores 

neurotróficos, como o BDNF, estão relacionados a memória e o aprendizado e podem 

proteger os neurônios hipocampais da neuroinflamação causada por diversos agentes.  

Estudo clínico com pacientes entre 70 e 76 anos sugere que o consumo de 

carotenoides, incluindo o licopeno, reduz o déficit cognitivo na população idosa, e que 

esse efeito se deve, provavelmente, às suas propriedades antioxidantes (AKBARALY et 

al., 2007). 

A esquiva passiva é um dos modelos mais utilizados para o estudo bioquímico e 

farmacológico da memória. Um modelo robusto que apenas em um treino pode gerar 

memórias de longa duração para esta tarefa (IZQUIERDO et al., 2006). A esquiva 

passiva do tipo “step-down”, quer dizer “descer um degrau”, é baseada no 

comportamento natural que os roedores têm de explorar além da plataforma, mas 

também de evitar o choque produzido pela grade, o que pode ser chamado de memória 

aversiva (IZQUIERDO; MEDINA, 1997). Nazari e colaboradores (2016) demonstraram 

que o modelo pMCAO induz o déficit de memória aversiva avaliado através do teste de 

esquiva passiva.Outro estudo também identificou que pMCAO causa déficit na 

memória aversiva avaliada pela esquiva “step down”, tanto na avaliação do aprendizado 

quanto na retenção da memória (FONTELES et al., 2016). Esses resultados corroboram 

com os achados do nosso trabalho que verificou déficit no aprendizado e na retenção da 

memória aversiva dos animais isquemiados, avaliados 3 e 4 dias respectivamente após 

pMCAO. O hipocampo é considerado o centro do processo de memória (WAHL et al., 

1992). Os neurônios colinérgicos que inervam o córtex cerebral, amígdala, hipocampo 

são essenciais para aprendizagem e formação da memória. 

O presente trabalho demosntrou que o licopeno é capaz de prevenir o dano na 

retenção da memória aversiva tardia, mas não na avaliação da memória recente 

(apredizagem). Existem poucos estudos que envolvem o licopeno e seu efeito sobre a 

apredizagem e memória. Foi demonstrado que tratamento com licopeno pode inibir a 

atividade da AChE e restaurar parcialmente os níveis de Ach e restaurar a função de 

alguns neurônios em modelo de resistência à insulina provocado por ingestão de frutose 

(YIN et al., 2014) . O hipocampo é considerado o centro do processo de memória 

(WAHL et al., 1992). Os neurônios colinérgicos que inervam o córtex cerebral, 

amígdala, hipocampo são essenciais para aprendizagem e formação da memória 

(BHUTADA et al., 2011). O estudo de Rajaei e colaboradores (2016) demonstrou que a 
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Crocina, um carotenoide, atua como um agente antioxidante e anti-inflamatório no 

hipocampo de ratos parkinsonianos e poderia melhorar memória aversiva, pelo menos 

em parte, através da redução dos níveis de nitrito no cérebro. O licopeno inibe a 

peroxidação lipídica e inibe o dano oxidativo no DNA de forma eficiente com 

antioxidante potente (KUHAD et al.,2008; SANDHIR et al., 2010). Outro estudo 

demonstrou que o tratamento com licopeno atenua déficit cognitivo e estresse oxidativo 

e nitrosativo em ratos diabéticos (KUHAD et al., 2008). 

O teste do labirinto aquático (water-maze) foi descrito por Morris em 1984 com 

o objetivo de avaliar a memória espacial. No citado trabalho o autor comprova a 

necessidade de uma percepção global da localização espacial com referências externas a 

piscina (MORRIS, 1984). Essa percepção global, o chamado “mapa cognitivo” proposto 

por O’Keff e Nadel (1978), que refere-se a células hipocampais, “place cells”, que 

disparam para reconhecer a localização espacial de acordo com movimento do animal. 

A integridade do hipocampo é essencial para a formação do aprendizado espacial, mas o 

papel do hipocampo nesse aprendizado ainda não está completamente elucidado 

(D’HOOGE; DE DEYN, 2001).  

Porém, além do hipocampo, a memória espacial avaliada no labirinto aquático 

também depende de outras regiões cerebrais como o corpo estriado, como foi 

demonstrado por Block, Kunkel, Schwarz (1993), onde a injeção de ácido quinolínico 

no corpo estriado induziu alterações no desempenho de ratos no labirinto aquático de 

plataforma submersa (D’HOOGE; DE DEYNN, 2001). 

Foi demonstrado que pacientes com oclusão de ACM apresentava falhas 

cognitivas envolvendo o sistema límbico e o córtex frontal e dano hipocampal 

ipsilateral. O bloqueio da expansão da área do perinfarto reduz a lesão hipocampal com 

conseqüente melhora cognitiva (XIE et al., 2011). O insulto isquêmico pode ocasionar 

lesão hipocampal a nível funcional e estrutural (NIKONENKO et al., 2009).  

Neste trabalho, os animais isquemiados apresentaram déficit na memória 

espacial em todos os parâmetros avaliados: latência, número de cruzamentos e tempo de 

permanência no quadrante. Corroborando com nossos resultados, Wang e colaboradores 

(2004) mostraram que os animais submetidos a isquemia cerebral transitória também 

obtiveram um déficit nesse tipo de memória. Após a isquemia o dano sensório motor 

tem sido relatado como passível de recuperação, mas a performace cognitiva e função 

neuronal do hipocampo são irreversívelmente danificadas. O hipocampo apresenta dois 

tipos de plasticidade de curto prazo (STP), e a plasticidade de longo prazo (LTP) , que é 
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o mais expressivo evento eletrofisiológico relacionado à aprendizagem e memória 

(IZQUIERDO et al., 2008), são eventos necessários para o armazenamento da 

informação e já foi sugerido que MCAO prejudica a indução do LTP (LI et al., 2012).  

No presente trabalho demonstramos que o licopeno consegue reverter o dano na 

memória espacial quando avaliamos os parâmetros de aumento no tempo no quadrante, 

número de cruzamentos e verificamos uma redução na latência. A Crocina, um 

carotenoide, previne a inibição de LTP no hipocampo causada pela toxicidade induzida 

por etanol, por um mecanismo que envolve a antagonização dos receptores de NMDA 

(ABE et al., 1998; ABE; SAITO, 2000). O modelo de toxicidade pela colchicina, que é 

particularmente muito tóxico para o hipocampo, principalmente as células do giro 

denteado, é sabidamente provocado por estresse oxidativo. A colchicina produz 

alterações cognitivas por dano oxidativo aumento de malonaldeído, nitrito e depleção de 

defesas endógenas. A adminisrração do licopeno reduziu significativamente o déficit na 

memória espacial na tarefa do water maze em ratos após a administração de colchicina. 

Uma dieta rica e variada de frutas e vegetais coloridos que fornece quantidade 

suficiente  de carotenóides pode contribuir para a preservação da função cognitiva 

durante o envelhecimento (GUYOT et al., 2014). No presente estudo verificamos 

efeitos de prevenção dos déficits cognitivos na dose de 20mg/kg e não na dose de 

40mg/kg, por isso a investigação do mecanismo de proteção foi feito com a dose de 

20mg/kg. Um estudo mostrou que em concentrações elevadas de licopeno, luteína e b-

caroteno apresentaram efeitos pró-oxidantes. Em altas concentrações eles podem alterar 

as propriedades de membranas biológicas, influenciando a permeabilidade a toxinas, ao 

oxigênio ou metabólitos (EL-AGAMEY et al., 2004). No presente trabalho não 

verificamos piora dos animais pMCAO tratados na dose de 40mg/kg com licopeno, 

mesmo porque não devemos considerar a dose 40mg/kg uma dose alta, visto que a 

DL50 em ratos é maior que 5000mg/kg em uma única tomada (HONDA et al., 2017), 

mas verificamos que o efeito neuroprotetor no modelo de pMCAO foi perdido, 

mostrando uma dependência da dose.  

Não há estudos que estabeleçam a relação do licopeno com a isquemia cerebral 

envolvendo a cascata neuroinflamatória desencadeada pelo processo isquêmico, mas se 

sabe que a disfunção no aprendizado e memória causado pelo Aβ amiloide é reduzida 

pelo licopeno ao reduzir a expressão de citocinas pró-inflamatórias (SACHDEVA; 

CHOPRA et al., 2015). Muitos estudos têm demonstrado que a inflamação é um dos 

importantes mecanismos patológicos que aparece em consequência do infarto cerebral 



83 

 

isquêmico e que, portanto, a inibição da inflamação reduziria os danos cerebrais 

isquêmicos (WANG et al., 2016). A isquemia cerebral leva à perda neuronal severa devido a 

reações inflamatórias secundárias que estão associadas com a invasão de leucócitos e a ações da 

microglia e macrófagos residentes (JIN et al., 2010). Um estudo em células SW480, células 

de câncer de colo retal humano, estimuladas com LPS demonstrou que o licopeno 

diminui a ativação de NF-κB e JNK que causa inflamação e suprime a expressão de 

TNF-α, IL-1β, IL-6, COX-2, e iNOS (CHA et al., 2017). Com tudo os descrito acima 

fomos investigar se a proteção exercida pelo licopeno contra o déficit cognitivo causado 

por pMCAO também apresenta relação com efeito anti-inflamatórios do licopeno. 

Existem evidências de que o dano causado pela inflamação promove uma 

sinalização caracterizada pela ativação da glia, liberação de mediadores inflamatórios, 

liberação de citocinas pró-inflamatórias e ativação de macrófagos (THIEL; HEISS, 

2011; LAMBERTSEN et al., 2012). Micróglia e astrócitos são células residentes, 

fagocíticas do sistema nervoso central, recrutadas após eventos como isquemia cerebral. 

A glia ativada sintetiza e libera citocinas, tais como TNF-α e IL-1β (LAI; TODD, 

2006). Estas citocinas inflamatórias são acumulados em até dezenas de vezes, 

exacerbando o dano neurovascular durante à isquemia (LAMBERTSEN et al., 2012).  

Os astrócitos são células da glia são ativados no processo inflamatório após 

isquemia, levando a expressão da proteína ácida fibrilar glial (GFAP), evento esse, 

conhecido como astrogliose reativa (PEKNY, NILSSON, 2005). A expressão da 

proteína GFAP permite a diferenciação dos astrócitos de outras células 

(O’CALLAGHAN; SRIRAM, 2005). O presente trabalho demonstrou o aumento da 

ativação de astrócitos após 5 dias de pMCAO no córtex temporal. Foi demostrado o 

aumento da expressão do GFAP no hemisfério ipsilateral de animais submetidos à 

MCAO (ASHAFAQ et al., 2016). Ferreira e colaboradores (2016) identificaram 

aumento na expressão de GFAP após cinco dias da indução de pMCAO, o que 

corrobora com os achados do presente trabalho. O tratamento com o licopeno, 20 

mg/kg, preveniu o aumento da imunoreatividade de GFAP no córtex temporal. A 

luteína é também classificada como um hidroxi-carotenoide, foi utilizada em modelo de 

isquemia e reperfusão na retina e verificou-se uma redução na indução da gliose o que 

contribui para a manutenção da função da retina. O estudo verificou que a redução na 

ativação de GFAP atenua a liberação de citoninas pró inflamatórias (LI et al., 2012). 

Propondo o efeito protetor da luteína por sua ação anti-inflamatória.  
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A ativação microglial pode ser resultado de liberação de aminoácidos 

excitatórios, de óxido nítrico (NO) ou de ROS, bem como do dano mitocondrial 

(ARONOWSKI et al., 1997; HALLENBECK; DUTKA, 1990) mecanismos que fazem 

parte da cascata isquêmica. 

O licopeno tem sido estudado em vários modelos de doenças neurodegenerativas 

devido a sua capacidade de atravessar a barreira hematoencefálica, ação anti-

inflamatória e potente ação antioxidante (PREMA et al., 2015). Sendo considerado uma 

droga eficaz e segura em doenças que envolvem a neuroinflamação (ZHANG et al., 

2016). O licopeno apresenta comprovada ação anti-inflamatória e já foi demonstrado 

que o licopeno (5 e 10 mg/kg v.o) é capaz de reduzir os níveis de marcadores 

inflamatórios em modelo de discinesia induzida por haloperidol (DATTA et al.,2015). 

Ruan e colaboradores, 2015 demonstraram através de técnica imunohistoquímica que na 

fase aguda após a isquemia ocorre ativação glial evidenciada pelo aumento 

imunomarcação para Iba-1 e proliferação astrocitária identificada pelo aumento 

imunomarcação de GFAP, como também o aumento na produção de TNF-α. O Iba-1 é 

uma proteína ligante de cálcio ionizada expressa especificamente em micróglia. O 

aumento de sua expressão após evento isquêmico foi identificada em um período de 48 

h até 7 dias após a reperfusão na região de penumbra, esse resultado foi demostrado 

pelo aumento de células positivas marcadas com a proteína e o aumento de sua 

expressão (ITO et al., 2001).  

O presente trabalho mostrou aumento da ativação microglial após 5 dias de 

pMCAO no córtex temporal. O licopeno administrado após a 2h da indução da isquemia 

não diminuiu significativamente a ativação no córtex. LIN e colaboradores (2014) 

demonstraram que o licopeno, administrado nos animais durante 3 dias anteriores a 

indução de neuroinflamação por LPS, protegeu os animais da ativação microglial no 

estriado. HSIAO e colaboradores (2004) estimularam cultura celular de micróglia com 

LPS e verificaram que o licopeno (5 e 10 µM) inibiu a produção de NO. Desse modo, 

observou-se de forma indireta a redução da ativação microglial na cultura. Na literatura 

não foi encontrado a ação do licopeno ou outros carotenoides sobre a ativação 

microglial em modelos de isquemia cerebral.  Apesar de não ter sido observado no 

presente trabalho diminuição da ativação microglial pelo tratamento com o licopeno, 

não foi encontrada diferença significativa entre o grupo pMCAO tratados com licopeno 

e o grupo FO. 
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Vários estudos têm revelado que citocinas pró-inflamatórias envolvidas no 

processo de estresse oxidativo e inflamação estão associadas a neurodegeneração. A 

ativação de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α e IL1-β junto com o aumento da 

expressão de GFAP promove o dano tecidual (HENNESSY; GRIFFIN; CUNNIGHAM, 

2015). Esse cenário é um ciclo vicioso onde a liberação de citocinas ativa a micróglia e 

os astrócitos, que por sua vez também estimulam a liberação de mediadores 

inflamatórios. O TNF-α pode contribuir com o dano isquêmico de diversas maneiras 

como a alteração da permeabilidade da barreira, ativação da micróglia e astrócitos, 

indução da expressão de moléculas de adesão e recrutamento de neutrófilos (GONG et 

al., 1998). 

No presente estudo verificou-se um aumento na imunoreatividade para TNF–α 

no estriado dos animais submetidos à pMCAO. O mesmo não foi identificado no córtex 

temporal, isso provavelmente se deve ao fato de que na área de penumbra da isquemia a 

morte é principalmente por apoptose (GREEN; REED; 1998) e pode ser desencadeada 

por diversos estímulos como ativação de receptor de TNF, produção exacerbada de 

ROS, indução de p53, dentre outros eventos que podem produzir lesão mitocôndrial 

(MACMANUS; LINNIK; 1997). O core, ou núcleo da lesão, isquêmico encontram-se 

neurônios em processo de morte por necrose devido à falência da membrana (SMITH, 

2004). O estudo de Kostulas e colaboradores (2002) identifica o aumento da expressão 

de TNF–α  no córtex doa animais submetidos a pMCAO com 1, 2, 6 e 12h e 2, 6 dias 

após pMCAO, sendo utilizada a técnica hibridização in situ onde era observado o 

aumento da expressão em células dentríticas. Nesse contexto especulamos que não 

havia, 5 dias após pMCAO no córtex temporal total, preservação da maquinaria celular 

capaz de expressar imunoreatividade de TNF-α.  

No presente trabalho, verificamos que o tratamento com licopeno reduziu a 

imunomarcação do TNF-α no córtex e estriado dos animais submetidos a pMCAO. O 

licopeno, 40 mg/kg, administrado via i.p. 2 h após a indução de hemorragia 

subaracnóidea em ratos, protegeu os animais do dano neuronal através da inibição da 

expressão de citocinas pró-inflamatórias TNF-α, IL-1β (WU et al., 2015). No estudo de 

HE e colaboradores (2014) o tratamento com licopeno reduziu significativamente a 

expressão de mRNA de TNF-α e IL-1β em modelo de isquemia de miocardio, sugerindo 

que o efeito cardioprotetor do licopeno pode ser devido à redução da produção de 

citocinas pró-inflamatórias através da inibição da atividade NF-κB induzida por lesão 

miocárdica. A ativação de NF-κB resulta em uma sinalização para a expressão de 
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citocinas pró-inflamatórias tais como IL-1β, TNF-α, bem como COX-2. Portanto, 

agentes terapêuticos que podem bloquear ou inibir o NF-κB possuem a ação de inibir a 

via de sinalização de diversas citocinas pró-inflamatórias (HARARI et al., 2010) .  

Um dos principais mecanismos pelos quais a inflamação contribui para o dano 

cerebral isquêmico é  a liberação de mediadores inflamatórios tais como TNF-α, IL-1β e 

iNOS (XU et al., 2012).  O NF-κB é constitutivamente ativo, em células do hipocampo 

e córtex, em baixos níveis (KALTSCHMIDT et al., 1994), a sua ativação é 

desencadeada por ROS, hipóxia e mediadores inflamatórios (RIDDER; 

SCHWANINGER, 2009). Evidências indicam que NF-κB está elevado no estágio 

inicial da isquemia e que sua ativação persistente torna os neurônios vulneráveis ao 

insulto isquêmico (NURMI et al., 2004; WANG et al., 2010). A pMCAO induz a um 

aumento significativo da expressão de NF-κB, que por sua vez, faz a mediação da 

transcrição do TNF-α e expressão do seu mRNA no prazo de 7 dias após o evento 

isquêmico (TANG et al., 2014). O trabalho de Zhang e colaboradores (2016) verificou 

24 h após MCAO um aumento na imunorreatividade de NF-κB no córtex dos animais. 

No presente trabalho demonstramos aumento da expressão de NF-κB no córtex e 

estriado dos animais após 5 dias de pMCAO e uma redução na expressão de NF-κB no 

córtex e estriado após a administração de licopeno 20 mg/kg. Vasconcelos e 

colaboradores 2017 demonstraram que o licopeno reverte a inflamação causada pela 

carragenina ao diminuir a expressão de iNOS, COX2 e NF-ƘB. Este efeito do licopeno é 

observado na dose de 25mg/kg e não na dose de 50mg/kg v.o.  

Pesquisas recentes demonstram que diversos dímeros de NF-κB podem levar a 

morte ou a sobrevivência neuronal após lesão isquêmica. Existem evidências de que o 

NF-κB participa dos processos de memória e aprendizagem visto que em camundongos 

que não expressam a subunidade p65 do NF-κB o aprendizado da localização espacial é 

prejudicado (MEFFERT et al., 2003). Essa dualidade apresenta-se quando ocorre uma 

ativação transiente que pode levar a expressão de genes anti-apoptóticos, enquanto que 

uma ativação sustentada, como na isquemia, pode levar a indução de um conjunto de 

genes pró-apoptóticos (RIDDER; SCHAWNINGER, 2009). 

 O dímero p50/p65 participa da patogênese da lesão pós isquêmica induzindo a 

expressão de genes pró apoptóticos (INTA et al., 2006). A administração de licopeno 

10mg/kg inibe a apoptose neuronal induzida por isquemia/reperfusão em gerbil, 

aumentando o bcl-2 e diminuindo os níveis de caspase 3 no hipocampo (FUJITA et al., 

2013). O licopeno atenua ativação inflamatória em células endoteliais causada por TNF-
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α, por mecanismo que envolve a redução da expressão das subunidades NF-κB p65 e 

p50 (ARMOZA et al., 2012). O licopeno diminuiu a translocação nuclear de NF-κB p65 

e marcadamente suprimiu a ativação de NF-κB em modelo de isquemia do miocárdio 

(HE et al., 2014). No presente trabalho não verificamos a relação de NF-κB 

citoplasmática e nuclear e sim a fração NF-κB p65 total. Verificamos que o licopeno 

tem sua ação neuroprotetora, pelo menos em parte, por sua ação anti-inflamatória e anti-

apoptótica. 

No presente trabalho também avaliamos o GSK-3, que é uma proteína quinase 

de serina/treonina que participa da regulação do metabolismo da glicose, dentre outros 

processos fisiológicos. Entre as isoformas homologas, a isoforma GSK-3β é abundante 

no SNC e específico de neurônios (KELLY et al., 2004). A GSK-3 foi considerado 

outro alvo potencial para a neuroproteção contra a excitotoxicidade em modelos animais 

de isquemia cerebral devido ao seu potencial em modular a apoptose, inflamação, 

angiogênese e neurogênese (CHUANG; WANG; CHIU, 2011). Sabe-se que no AVC ou 

outras doenças neurodegenerativas o GSK-3β é ativado e sua inibição seletiva de GSK-

3β tem efeito neuroprotetor (GUO et al., 2014; KELLY et al., 2004; SUN et al., 2011). 

Evidências crescentes mostraram que a inibição da GSK-3 pode reduzir a lesão da 

isquemia cerebral e reperfusão (CHEN et al., 2016; LI et al., 2016; PANG et al,. 2016). 

Estudos recentes relataram que GSK-3β fosforilado em Ser9 está aumentada em MCAO 

3 ou 5 dias após isquemia (GUO et al., 2015; LUO et al., 2014). Outro estudo realizado 

em camudongos mostrou aumento de GSK-3β fosforilado em Ser9 após 54 h de 

pMCAO, não havendo alteração no GSK-3 total no córtex dos animais (PEREZ-

ALVAREZ et al., 2015),  demonstrando assim a participação desta proteína na cascata 

isquêmica. No presente trabalho observou-se um aumento da expressão de GSK-3β  no 

córtex dos animais 5 dias após pMCAO e o tratamento com licopeno reduziu a 

expressão de GSK-3β. O GSK-3β influencia na isquemia cerebral e reperfusão e esses 

efeitos parecem ser mediados pela regulação de Nrf2 (LI et al., 2016). Estudos 

anteriores relataram que a ativação de Nrf2 pelo licopeno protege os neurônios da 

isquemia em modelo de isquemia global (LEI et al., 2016). A astaxantina, um 

carotenóide, exerce proteção em células HT22, que são células hipocampais de 

camundongo, em modelo de toxicidade induzida pelo glutamato, por induzir a 

expressão de Nrf2 mediado pela via AKT/ GSK-3β (WEN et al., 2015). O que 

demonstra que este seja um dos mecanismos pelos quais o licopeno exerça seu efeito 

neuroprotetor. No entando, existem outras vias que GSK-3β e que podem representar 
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mecanismos de neuroproteção como o que ocorre com o ácido salvanólico, um tipo de 

ácido cafeíco, que é capaz de diminuir o infarto do cérebral e déficits neurológicos após 

2 dias de MCAO através da modulação do GSK-3β, promovendo a neurogênese através 

da aumento da expressão de β-catenina, é um componente central da via de sinalização 

Wnt / β-catenina envolvida na neurogênese adultos, diminuição da expressão de pAKT 

que é um sinal para a expressão da Sp GSK-3 (forma inativada da proteína) e o aumento 

do BDNF (CHIEN et al., 2016).  O nosso grupo mostrou que o ácido caféico exerce 

proteção prevenindo a redução de sinaptofisina, proteína, correlacionada a formação e 

função sináptica que está diminuída após evento isquêmico (PINHEIRO et al., 2014). 

Quanto ao licopeno não visualizamos estudos que envolvam a sua ação sobre o GSK-3β 

e a neurogêneses, apenas a antaxantina, um carotenoide, agindo na via de sinalização 

Wnt / β-catenina promovendo a angiogenese em células de músculo liso de aorta de rato 

(XU et al., 2015).  

Como já relatamos precisamos esclarecer se o efeito de neuroproteção do 

licopeno nos déficits cognitivos causados por pMCAO poderia envolver não somente 

ação antiinflamatoria e antiapoptótica, mas também algum mecanismo de sinaptogênese 

fomos investigar a ação sobre a sinaptofisina. Esta é uma proteína associada à 

membrana que pode ser encontrado em todas as terminações nervosas centrais e 

periféricas (NAVONE et al.,1986). Esta proteína é um importante marcador de 

sinaptogênese, desenvolvimento neural e densidade sináptica. Existem evidências que 

demonstram que a isquemia cerebral não só causa perda neuronal, mas também leva a 

mudança na morfologia e composição nas sinapses (HORNER et al.,1996; JOURDAIN 

et al., 2002). A remodelação e a plasticidade dendrítica são críticas para a regeneração 

nervosa e reparação cerebral da área lesada após o AVC (UENO et al.,2012), mas a 

recuperação funcional após isquemia cerebral é extremamente limitada (WALMSLEY; 

MIR, 2007). 

Pinheiro e colaboradores (2014) evidenciaram que ocorre a diminuição da 

expressão de sinaptofisina no córtex temporal 5 dias após pMCAO. Outro estudo 

demonstrou redução na expressão de sinaptofisina com 8, 12, 24, 72 e 120 h após 

pMCAO (LIU et al., 2017). Estes estudos corroboram com os nossos achados, que 

demonstram redução na expressão de sinaptofisina no córtex cerebral de animais 5 dias 

após pMCAO. Em nosso estudo não foi verificado diferença significativa quanto a 

expressão da sinaptofisina no estriado dos animais. A sinaptofisina contribui para 

estrutura e função das sinapses, e com isso a sua superregulção pode estar envolvida na 
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plasticidade sináptica (LAN et al., 2013). A administração de licopeno não reverteu essa 

redução na expressão de sinaptofisina no cortex cerebral. Não há estudos na literatura 

relatando ação sinaptogênica do licopeno. Porém, um estudo usando suplementação de  

luteína, um carotenoíde, por 30 dias em modelo de retinopatia diabética induzida por 

estreptozotocina demonstra aumento de sinaptofisina, provavelmente, pela ação 

antioxidante da luteína (SASAKI et al., 2010). Talvez pelo fato de no presente trabalho 

não ter sido avaliado a administração crônica do licopeno, não tenha sido observado 

ação do licopeno sobre a sinaptofisina no modelo de isquemia cerebral focal 

permanente. Sendo assim, não podemos discartar esta ação do licopeno. Diante do 

exposto, podemos sugerir, baseados em nossos resultados, que a ação do licopeno sobre 

a melhora da função cognitiva dos animais isquemiados não se dá através do 

mecanismo de sinaptogênese. 

Tomando nossos resultados em conjuntos podemos sugerir que o licopeno tem a 

capacidade de reverter a lesão isquêmica, quando administrado ainda na fase aguda da 

lesão, melhorando a função neurológica e os déficits de memória provavelmente por sua 

ação antiinfamatória e anti apoptótica. Não podemos descartar outros mecanismos como 

a ação sobre o estresse oxidativo, que já foi exaustivamente demonstrado por outros 

autores e por isso não foi o objetivo do nosso trabalho.  

Importante salientar que o nosso trabalho verificou que o licopeno teve sua ação 

após o evento isquêmico, dentro da janela terapêutica e que representa uma alternativa 

de menor custo que o rt-PA podendo ser usado como coadjuvante ao tratamento de 

AVC isquêmico. 
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7 CONCLUSÃO 

 

Este estudo demonstrou que a pMCAO causa dano neuronal, sensório motor 

e déficit de memória em camundongos e que o tratamento com o licopeno na dose de 

20mg/kg preveniu esses déficits. O licopeno apresentou efeito anti-inflamatório, pois 

reduziu a imunomarcação de GFAP no córtex dos animais, não exercendo efeito 

protetor sobre a microgliose identificada através da imunomarcação de iba-1 e 

reduzindo a imunomarcação de TNF- α no córtex dos animais. Além disso, reduziu a 

expressão do  NF-κB e visualizado que o licopeno reduz a sua expressão no córtex e 

estriado, como também reduz da expressão do GSK -3β. Serão necessário mais estudos 

para esclarecer os mecanismos envolvidos na neuroproteção induzida pelo licopeno no 

modelo de isquemia cerebral focal, bem como avaliar a utilização clínica do licopeno no 

tratamento do AVC. 
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