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RESUMO 

 

 

MINOCICLINA ATENUA OS PREJUÍZOS MOTORES EM RATOS SUBMETIDOS À 

ISQUEMIA FOCAL NO CÓRTEX MOTOR E EXPOSTOS CRONICAMENTE AO 

ETANOL DA ADOLESCÊNCIA À FASE ADULTA 

 

Segundo a Organização Mundial da Saúde, o consumo de álcool no mundo tornou-se 

um problema de saúde pública. Neste contexto, o Brasil figura na 63ª posição no 

mundo em consumo de álcool per capita para pessoas com 15 anos ou mais de 

idade. Além de seus efeitos sócio-econômicos, o etanol constitui um importante fator 

de risco na ocorrência de isquemias cerebrais. O consumo exacerbado desta droga 

colabora para o mau prognóstico, assim como para o possível tratamento de 

morbidades relacionadas ao acidente vascular cerebral. O objetivo deste estudo foi 

avaliar alterações neuromotoras após bloqueio da ativação micróglial com minociclina 

em ratos submetidos à isquemia focal no córtex motor, quando tratadas cronicamente 

com etanol da adolescência a fase adulta. Ratos receberam durante 55 dias, por 

gavagem, etanol (6,5 g/kg/dia, 22,5 p/v). No término destes 55 dias os animais foram 

submetidos à microinjeções do peptídeo vasoconstritor endotelina-1 (40 pmol), para 

indução de lesão isquêmica focal córtex motor. Os animais isquemiados foram 

tratados com minociclina recebendo duas doses diárias de 50 mg/kg nos primeiros 

dois dias, e mais cinco aplicações diárias únicas de 25 mg/kg, por via intraperitoneal, 

até o sétimo dia pós-indução isquêmica. Os testes comportamentais realizados foram 

campo aberto, plano inclinado e rota-rod. Os resultados demonstraram que os 

animais isquemiados e os expostos ao etanol e isquemiados apresentaram déficits 

motores em todos os testes comportamentais. Entretanto, o tratamento com 

minociclina foi capaz de reverte-los, possibilitando melhor desempenho em todos os 

testes aplicados. Os resultados sugerem que a minociclina foi capaz de reverter os 

danos motores ocasionados pelo acidente vascular cerebral, mesmo em presença do 

etanol. O exato mecanismo envolvido neste processo necessita ser investigado em 

pesquisas futuras. 

 

Palavras-chave: etanol, córtex motor, isquemia cerebral, minociclina. 

 



ABSTRACT 

 

MINOCYCLINE ATTENUATES THE MOTORS INJURY IN RATS SUBMITTED TO 

FOCAL ISCHEMIA IN MOTOR CORTEX AND EXPOSED TO ETHANOL 

CHRONICALLY THE ADOLESCENCE TO ADULTHOOD 

 

 

According to World Health Organization, alcohol consumption in the world has become 

a public health problem. In this context, Brazil is at 63th position in the world in per 

capita alcohol consumption for people aged 15 or older. In addition to its socio-

economic effects, ethanol is an important risk factor in the occurrence of cerebral 

ischemia. Exacerbated consumption of this drug contributes to the poor prognosis, as 

well as possible treatment for health problems related to stroke. The objective of this 

study was to evaluate neuromotor changes after blocking micróglial activation with 

minocycline in rats subjected to focal ischemia in the motor cortex, when treated 

chronically with ethanol from adolescence to adulthood. Rats were given for 55 days 

by gavage ethanol (6.5 g/kg/dia, 22.5 w/v). At the end of 55 days the animals were 

microinjected with the vasoconstrictor peptide endothelin-1 (40 pmol) for induction of 

focal ischemic lesion. The ischemic animals were treated with minocycline receiving 

two daily doses of 50 mg/kg in the first two days, and five daily applications of single 

25mg/kg, intraperitoneally, by the seventh day post-ischemic induction. Behavioral 

tests consisted of open field, inclined plane and rota-rod. The results showed that the 

animals were exposed to ethanol showed motor deficits in all behavioral tests. 

However, treatment with minocycline was able to reverse them, enabling better 

performance on all tests. The results suggest that minocycline was able to reverse 

damage caused by motors stroke, even in the presence of ethanol. The exact 

mechanism involved in this process need to be investigated in future research. 

 

 

Keywords: ethanol, motor cortex, cerebral ischemia, minocycline. 
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1.1 Álcool e Alcoolismo: Considerações Gerais 

 

 

O consumo de substâncias psicoativas constitui um dos fenômenos mais 

frequentes na população mundial, dentre estas, o etanol (EtOH) se destaca por ser a 

mais utilizada mundialmente, fato correlacionado a sua grande aceitabilidadde pela 

maioria das sociedades organizadas (GRIFFITH, 1998; ELLIOTT e BOWER, 2008; 

KHALSA et al. 2008; SANCHIS et al. 2007; UHART e WAND, 2009). 

O EtOH é considerado a droga mais danosa a sociedade, haja vista que seu 

uso causa transtornos sociais, familiares, econômicos, legais, além de representar 

um problema de saúde pública de grande relevância (MENDENHALL et al. 1980; 

FORTES, 1991; ROUQUAYROL, 1993; BATES, 1993; NASCIMENTO e JUSTO, 

2000). Desta forma, faz-se necessário à construção de políticas públicas de saúde 

que abordem de maneira eficaz temas como a prevenção, tratamento e educação, 

focados na problemática decorrentes da dependência de álcool (MACHADO e 

MIRANDA, 2007). 

A dependência a esta droga é favorecida por alguns de seus efeitos 

psicoativos, como a redução da ansiedade, a euforia, ações anéstesicas e alívio do 

estresse. A importância social do EtOH em cerimônias religiosas, rituais de iniciação 

e momentos comemorativos; a sua legalização na maioria das culturas; e a 

interação destes fatores com características psicológicas e biológicas do indivíduo 

podem torna-lo mais propenso ao alcoolismo (BORDIN; FIGLIE; LARANJEIRA, 

2004). 

A concepção do alcoolismo quanto doença foi incorporado pela Organização 

Mundial de Saúde (OMS), em 1967, à Classificação Internacional das Doenças 

(CID-8), a partir da 8ª Conferência Mundial de Saúde. Na CID-8, os problemas 

relacionados ao EtOH foram inseridos em uma ampla categoria de transtornos de 

personalidade e de neuroses. A dependência de álcool foi categorizada pelo uso 

compulsivo de bebidas alcoólicas e pela manifestação de sintomas de abstinência 

após a cessação do uso de EtOH. Essa classificação também foi seguida pela 

segunda edição do Manual Diagnóstico e Estatístico de Transtornos Mentais (DSM 

II) (COIMBRA et al. 2005). 

Edwards e Gross, em 1970, ampliaram os critérios determinantes dessa 

disfunção e propuseram o conceito de Síndrome de dependência do álcool (SDA), 
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com isso mudou-se o foco das questões relativas apenas ao psiquismo, incluindo 

assim, os efeitos físicos decorrentes do uso crônico de EtOH (GIGLIOTTI e BESSA, 

2009). 

A OMS (1993) passou integrar a SDA como elemento básico para o 

diagnóstico do alcoolismo, e desde então é compreendida como um conjunto de 

fenômenos comportamentais, cognitivos e fisiológicos que se desenvolvem após o 

consumo repetitivo do EtOH, tipicamente associado ao forte desejo de utilizar a 

droga, o que dificulta o controle, levando o indivíduo a usá-la persistentemente, 

apesar das suas consequências graves, e a dar maior prioridade ao uso da droga 

em detrimento de outras atividades e obrigações, aumentando assim a tolerância à 

droga. 

Este quadro contribui para uma multiplicidade de complicações médicas, 

incluindo danos aos órgãos e funções imunológicas. Apesar da maioria dos órgãos 

serem afetados pela intoxicação por EtOH, os danos mais notáveis são no fígado, 

pâncreas e sistema nervoso central (SNC) (NICCOLS, 2007). Geralmente humanos 

alcoolistas apresentam significativa perda de volume das estruturas cerebrais 

corticais e subcorticais (CREWS e NIXON, 2009). Imagens destes indivíduos, in vivo 

e post mortem evidenciaram morfologia anormal do cérebro, bem como redução do 

volume da substância cinzenta e branca (KUBOTA et al. 2001; SULLIVAN e 

PFEFFERBAUM, 2005). 

O consumo desta droga se torna mais grave quando se inicia na 

adolescência, pois esta fase compreende um período de maturação entre a infância 

e a idade adulta, caracterizada por alterações hormonais que levam a maturação 

sexual, secreção de hormônios relacionados ao estresse e crescimento 

(VARLINSKAYA e SPEAR, 2004; DOREMUS-FITZWATER et al. 2007; WITT, 2007; 

SPEAR e VARLINSKAYA, 2010). Estas alterações também são observadas no 

SNC, o qual passa por mudanças que vão desde transformações moleculares 

(WILLIAMS et al. 1993) até alterações no volume absoluto do córtex pré-frontal 

(JERNIGAN et al. 1991). O cérebro adolescente apresenta maior suscetibilidade 

para lesão cerebral e deficiência cognitiva, induzida por EtOH do que o cérebro 

adulto (CREWS, 2000; WHITE e SWARTZWELDER, 2004; SLAWECKI et al. 2004). 

Por ser a adolescência um período de modificações estruturais e fisiológicas, 

a exposição excessiva a esta droga tem impacto negativo na qualidade de vida 

destes indivíduos,  por exemplo maior susceptibilidade ao estresse e aumento do 
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risco de desenvolver SDA na idade adulta (GRANT e DAWSON, 1997; SIEGMUND, 

2005; FULLGRABE et al. 2007; CARVALHO et al. 1995; SANCHIS et al. 2007; 

SCHUCKIT, 2009; ALFONSO-LOECHES e GUERRI, 2011). 

O início precoce do uso desta substância representa um fator de risco para o 

desenvolvimento de SDA na idade adulta.  É importante destacar que 80% dos 

alcoolistas começaram a beber antes dos 30 anos de idade e mais de 40% 

relataram problemas relacionados ao EtOH entre as idades de 15-19 anos 

(CHAMBERS, TAYLOR e POTENZA, 2003). 

O consumo desta droga esta associado a comportamentos de risco, que inclui 

beber e dirigir, sexo sem proteção e uso de múltiplas substâncias. A ingestão 

abusiva contribui para o aumento da violência, da taxa e prevalência de lesões 

relacionadas ao ato de beber e dirigir, assim, os impactos a sociedade são negativos 

e complexos, fazendo deste neurotóxico uma grave ameaça à saúde, e 

representando uma das principais causas de morte entre as idades de 15-59 anos. 

Além de ser um fator causal de 60 tipos de doenças e lesões e causa componente 

de 200 outras (MILLER et al. 2006; WHO, 2011). 

A OMS (2011) estima que o uso abusivo do EtOH seja responsável por 

aproximadamente 2,5 milhões de óbitos ao ano no mundo sendo responsável por 

quase 4% de morbidades. De acordo com este estudo, o consumo continuará a 

subir nas próximas décadas, e as mulheres e os adultos jovens constituem os 

grupos de maior risco, o que torna esta substância um problema de saúde pública 

emergencial. O consumo crescente de EtOH, especialmente entre as mulheres, esta 

relacionado a países de rápido crescimento econômico, a exemplo do Brasil 

(BOFFETTA e HASHINE, 2006). Dentro de um determinado país, padrões de 

consumo variam de acordo com subpopulações e em diferentes regiões; acredita-se 

geralmente que aqueles de baixa escolaridade e renda consomem mais álcool do 

que os de ensino superior e de renda elevada, resultando em disparidades nos 

padrões de consumo (MOLLER et al. 1997). 

Os problemas relacionados à ingestão abusiva desta droga variam 

amplamente em todo o mundo. Porém, os maiores índices de consumo são 

relatados na sociedade oriental moderna, uma vez que esta a utiliza regularmente. 

(SPANAGEL, 2009; WHO, 2011). 

O consumo per capta mundial de bebidas alcoólicas em 2005 foi de 6,13 litros 

de EtOH puro, consumidos por pessoas com 15 anos  ou mais. Os níveis mais altos 
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de ingesta podem ser encontrados no mundo desenvolvido, principalmente no 

hemisfério norte, Aústrália e Nova Zelândia. Os baixos níveis podem ser 

encontrados nos países do norte da África e África Subsaariana, em regiões do 

Mediterrâneo Oriental, Ásia Meridional e Oceano Índico (figura 1). Estas regiões 

representam grandes populações de fé islâmica, que tem altas taxas de abstinência 

(WHO, 2011). 

 

 

 
 
 

 

 

 

O Brasil, de acordo com Galduroz e Caetano (2004), ocupava a 63ª posição 

no mundo em consumo de EtOH per capita para pessoas com idade superior a 15 

anos. Os autores chamaram a atenção para o fato de que o consumo desta droga 

no Brasil cresceu 74,5% entre 1970 e 1990. Outro fator preocupante foi o aumento 

percentual de dependentes de álcool, de 11,2% em 2001 para 12,3% em 2002 

(CARLINI et al. 2002). 

Estudos epidemiológicos sobre o uso do EtOH no Brasil, desenvolvido pelo 

Centro Brasileiro de Informações sobre Drogas Psicotrópicas (CEBRID), a partir de 

dois levantamentos domiciliares realizados em 2001 e 2005, em 108 cidades 

brasileiras com mais de 200 mil habitantes, representativos de todas as regiões 

indicaram que esta foi a substância psicotrópica mais utilizada, e em consumo 

Figura 1: Consumo per capita de EtOH puro em litros, para a população com mais de 15 anos de 
idade, referente ao ano de 2005. 
Fonte: Adaptado de WHO, 2011. 
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crescente. Em 2001 o seu uso era de 68,7% elevando-se para 74,6% em 2005 para 

todas as faixas etárias (CARLINI et al. 2002; CEBRID, 2007). 

Estudo recente sobre as características socieodemográficas de ingesta do 

desta substância entre os brasileiros, constatou que indivíduos entre 18 e 44 anos 

de idade consomem quatro vezes mais que os demais. Segundo os autores, o maior 

consumo da substância a partir dos 18 anos é devido à legislação brasileira, que 

proíbe a venda de bebidas alcoólicas para pessoas menores, e provavelmente, 

contribui para os níveis mais baixos de consumo por adolescentes (CASTROAND et 

al. 2012). 

 Para avaliar a ingestão diária de EtOH em 16 capitais brasileiras, um estudo 

epidemiológico foi realizado e demonstrou que Belém ocupa o 12º lugar em 

consumo, e a prevalência entre consumidores nesta capital era de 31%, o 

equivalente a pelo menos uma dose de álcool nos últimos trinta dias do estudo, 

situando-se na 9ª capital de maior incidência (INCA, 2003). 

Associado ao aumento de uso e consequente dependência, estão os 

desdobramentos individuais ao usuário e à sociedade. Assim, o levantamento 

nacional sobre os padrões de consumo de álcool pela população brasileira constatou 

que 45% dos brasileiros que declararam ter bebido pelo menos uma vez nos últimos 

12 meses, apresentaram algum tipo de problema. Os problemas relacionados à 

saúde foram os mais prevalentes (38%), seguidos por problemas familiares (18%), 

sociais (17%), de trabalho (8%) e legais (2%). Destes, 17% envolveram algum tipo 

de violência (LARANJEIRA et al. 2007). 

Além de seus efeitos sócio-econômicos, o alcoolismo constitui um importante 

fator de risco para carga global de doenças (ISO et al., 2004; PALLEIRO e LÓPEZ, 

2007), frente a isto, é necessário que se conheça alguns dos possíveis mecanismos 

de ação do EtOH no organismo. Tal compreensão auxilia e orienta intervenções nas 

patologias decorrentes da exposição crônica ao EtOH (ALLEN e BAYRAKTUTAN, 

2008). 
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1.2 Mecanismo de Ação do EtOH 

 

 

O EtOH age sobre diversos receptores ou proteínas efetoras através de 

interações diretas ou indiretas, em concentrações muito elevadas pode alterar a 

composição de lipídios da membrana. Concentrações entre 5 e 20 mM, que constitui 

a faixa legal de embriaguez para a condução em muitos países, interfere 

diretamente com a função dos canais iônicos e de receptores (VENGELIENE et al. 

2008). Diversos estudos apontaram alguns alvos celulares para ação desta droga, 

incluindo receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), ácido ɣ-aminobutírico A (GABAA), 

glicina, serotoninérgicos (5-HT3) e nicotínicos de acetilcolina (nAchR), assim como 

canais de Ca2+ do tipo-L e canais de K+ retificadores internamente dirigidos e 

modificados pela proteína G (NARAHASHI et al. 1999; LOVINGER, 1999; JUNG, 

AKABAS e HARRIS, 2005; VENGELIENE et al. 2008). A ação desta substância 

sobre canais iônicos e receptores depende de uma série de variáveis, 

principalmente de sua concentração e da composição da subunidade de 

determinado canal ou receptor (WALLNER, HANCHAR e OLSEN, 2003). 

Os dois tipos principais de canais diretamente afetados por concentrações de 

100 mmol/L ou 460 mg/dL, as quais podem ser letais ao ser humano, são os canais 

iônicos dependente de ligante e os canais de Ca2+ voltagem-dependente. Os 

primeiros representam uma família de receptores de neurotransmissores 

amplamente distribuídos no SNC, onde desempenham importante papel na 

transmissão sináptica e na regulação da excitabilidade neuronal, principalmente nos 

receptores do tipo GABAA, NMDA, glicina e 5-HT3. Devido à capacidade do EtOH 

em modificar a excitabilidade neuronal através da interação com proteínas, é de se 

esperar que após longa exposição a esta substância, os neurônios se adaptem 

modulando a expressão gênica destes receptores e canais iônicos (JOHNSON et al. 

2002; DAVIES, 2003). 

Tem sido demonstrado que em exposição aguda esta droga afeta receptores 

de glicina (GlyR) (MIHIC et al. 1997) e seus domínios extracelulares (BORGHESE et 

al. 2012), o que por conseguinte inibe a função do receptor NMDA (figura 2) 

(WOODWARD, 1997). No entanto, na exposição crônica, e quando esta é retirada 

repentinamente, provoca aumento na densidade dos receptores NMDA (figura 2). 

(TIKKA e KOISTINAHO, 2001). Em animais, a administração crônica aumenta a 
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expressão de genes e proteínas de subunidades do receptor NMDA, sendo que pelo 

menos uma subunidade NR1 em combinação com uma ou mais subunidades NR2 

(A-D) irão compor este receptor, e assim aumentar a resposta mediada pelo 

neurotransmissor glutamato (Glu) (MATSUMOTO, 1998; KRYSTAL et al. 2010). O 

uso crônico de EtOH causa aumento na regulação de receptores NMDA in vivo e in 

vitro, o que resulta em hiperatividade de receptores NMDA glutamatérgicos (figura 

2), responsáveis pelo aparecimento das crises convulsivas características do 

período de abstinência e também por resposta citotóxica (excitotoxicidade) (MCBAIN 

e MAYER, 1994; MATSUMOTO, 1998; DODD et al. 2000; NAGY, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

O Glu é o principal neurotransmissor excitatório no cérebro. Receptores de 

Glu são divididos em duas categorias principais: os receptores metabotrópicos 

(mGluR) e ionotrópicos (iGluR). Os primeiros são mensageiros secundários 

intracelulares, através de proteínas-G. Por conseguir passar livremente através da 

bicamada lipídica das células, o EtOH afeta várias proteínas intracelulares, muitas 

delas envolvidas nas vias dos segundo mensageiros. Contudo, estudos tem 

demonstrado a proteína quinase C (PKC) como a principal proteína intracelular 

Figura 2: Interação do EtOH com o receptor NMDA. A exposição aguda ao EtOH, bloqueia/inibe 
receptores NMDA. Enquanto, a exposição crônica ao EtOH, provoca aumento na densidade de 
receptores NMDA. Este aumento na expressão de receptores NMDA, e através dos locais de ligação 
do co-agonista glicina, leva a neurotransmissão glutamatérgica excessiva. Em consequência ocorre 
influxo prolongado de Ca

2+
 na célula, ativando diferentes enzimas catabólicas e finalmente morte 

celular, por excitotoxicidade. 
Fonte: Adaptado de Bleich et al. 2004. 
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afetada pela exposição a esta substância. Alterações na PKC é capaz de modificar a 

função ou expressão dos canais de Ca2+ dependentes de voltagem e canais iônicos 

dependente de ligante (DODD et al. 2000; FENG et al. 2001; PROCTOR et al. 

2003). 

Os receptores ionotrópicos medeiam a neurotransmissão excitatória rápida 

dos íons sódio (Na+), Ca2+ e K+. Uma vez liberado na fenda sináptica o Glu pode se 

ligar a um dos três tipos de iGluR: NMDA, ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol 

propiônico (AMPA) e o cainato (WIRKNER, POELCHEN, e KÖLES, 1999; DEMIRCI 

e EŞEL, 2004). Alguns dos receptores AMPA’s e cainato permitem a entrada de 

Ca2+ na célula, já os receptores NMDA são todos permeáveis ao Ca2+. Aumento 

moderado na concentração do Ca2+ intracelular pode desencadear uma variedade 

de processos que alteram as propriedades dos neurônios, e quando em excesso o 

Ca2+ é tóxico e pode ocasionar morte neuronal. Assim, os receptores NMDA estão 

envolvidos em vários processos fisiológicos e fisiopatológicos no SNC, tais como 

desenvolvimento neuronal, aprendizagem e memória, excitotoxicidade e doenças 

neurodegenerativas. Estes receptores, também medeiam alguns dos efeitos agudos 

e crônicos do EtOH no SNC, incluindo cognitivos, convulsões e degeneração 

neuronal (DODD et al. 2000; KUMARI e TICKU, 2000; WOODWARD, 2000). 

 Dentre sua vasta gama de efeitos sobre o SNC, este neurotóxico influencia 

poderosamente a transmissão GABAérgica, através da modulação de liberação pré-

sináptica de GABA, principal neurotransmissor inibitório do SNC, e do influxo de 

cloreto pós-sináptico (figura 3). Estas ações contribuem para vários efeitos 

comportamentais do EtOH, tais como: desibinição comportamental, sedativo-

hipnótico, prejuízo cognitivo, ataxia e incoordenação motora (FEHR et al. 2006; 

KUMAR et al. 2009; HEILIG, 2011). 
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A administração crônica de EtOH provoca efeitos neuroquímicos e 

moleculares no cérebro de ratos, semelhantes ao induzido por drogas que 

potencializam a função dos receptores GABAA (CAGETTI et al. 2003), os quais 

pertencem a uma família de canais iônicos transmembrana ativados por ligantes que 

inclui receptores nicotínicos de acetilcolina, glicina e 5-HT3, sendo responsáveis 

pela transmissão neuronal rápida no SNC (DAVIES, 2003). 

Embora os mecanismos moleculares responsáveis pelas alterações na função 

do receptor GABAA, induzidos pela exposição prolongada ao ETOH ainda 

permaneçam obscuros, foi cogitado que alterações na densidade do receptor e na 

expressão gênica do mRNA de suas subunidades possam estar envolvidas neste 

processo. A exposição crônica a esta droga induz tolerância funcional de receptores 

GABAA, o que implica em mudanças adaptativas na neurotransmissão mediada por 

este receptor e consequentemente sobre suas propriedades farmacológicas e 

fisiológicas. Parece, entretanto, que um único mecanismo por si só não é suficiente 

para explicar as mudanças observadas em função deste receptor (CAGETTI et al. 

2003; KUMAR, FLEMING e MORROW, 2004; BIGGIO et al. 2007; ENOCH, 2008). 

B 

Figura 3: EtOH e neurotransmissão GABAérgica. (A) Modelo esquemático da 
neurotransmissão GABAérgica em condições fisiológica. (B) O EtOH atua diretamente no 
receptor pós-sináptico GABAA, mantendo-o aberto por mais tempo, o que implica em maior 
influxo de Cl

-  
para a célula.  O EtOH, também pode aumentar a quantidade GABA liberado a 

partir do neurônio pré-sináptico. 
Fonte: Adaptado de Fehr et al. 2006; Kumar et al. 2009; Kelm et al. 2011. 
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As alterações fisiológicas e morfologicas provenientes da ingestão crônica de 

EtOH podem ser observdas em todo o cerébro, entretanto algumas áreas ou 

populações de células são mais vulneráveis que outras. Tem sido documentado que 

regiões como córtex pré-frontal, hipocampo, cerebelo, substância branca e células 

da glia são mais susceptíveis aos seus efeitos (HARPER et al, 1987; HARDING et 

al, 1996; BAKER et al, 1999). 

Além dos efeitos deletérios o consumo excessivo da droga também foi 

identificado como potencial fator de risco para o acidente vascular cerebral (AVC) 

(GILL et al. 1986). Diversos autores constataram que esta substância compõe um 

dos cinco fatores de risco mais importantes para carga global de doenças e que 

quase 60% destas estão inclusas nas categorias de doenças crônicas, doenças 

neuropsiquiátricas, diabetes, cirrose hepática e doenças cardiovasculares, como o 

AVC (REHM et al. 2003; GILMAN, 2006; MICHAEL e SHAUGHNESSY, 2006; 

OTERO PALLEIRO e BARBAGELATA LÓPEZ, 2007; O'DONNELL, 2010). 

 

 

1.3 Acidente Vascular Cerebral 

 

 

1.3.1 ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS 

 

 

O AVC continua sendo uma das principais causas de morte nos países 

ocidentais, superado apenas pelas doenças cardíacas e o câncer. Além da elevada 

taxa de mortalidade, mais de 50% dos pacientes apresentam alguma deficiência 

motora, reduzindo expressivamente a qualidade de vida, mais do que qualquer outra 

doença (BONITA, 1992; DONNAN et al, 2008). 

De todos os problemas neurológicos, o AVC é um dos mais devastadores. No 

mundo é responsável por 5,5 milhões de óbitos/ano. A prevalência desta patologia 

deve aumentar expressivamente em todo o mundo nos próximos anos, pois a 

população mundial com mais de 65 anos aumenta em cerca de 9 milhões por ano. A 

estimativa é que em 2025, a população mundial de pessoas com idade superior a 65 

anos seja aproximadamente de 800 milhões, das quais dois terços deverão viver em 
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países ainda em desenvolvimento, particularmente na América Latina e Ásia 

(MUKHERJEE e PATIL, 2011). 

Segundo dados da OMS, no ano de 2002 havia 15,2 milhões de pessoas 

acometidas com AVC em todo o mundo, o que representava mais de um terço da 

população do planeta, destas 5,5 milhões foram ao óbito. Considerando que em 

2002 ocorreram 57 milhões de mortes no mundo, o AVC representou 

aproximadamente 10% deste total (WHO, 2004; JOHNSTON et al. 2009). 

Nos Estados Unidos, o AVC constitui uma das principais causas de déficit 

neurológico, de acordo com estatísticas do “National Institute of Neurological 

Disorders and Stroke” (Instituto Nacional de Distúrbios Neurológicos e AVC), órgão 

pertencente ao “National Institute of Health” (Instituto Nacional de Saúde) 

(NINDS/NIH), a estimativa é de que haja anualmente 780.000 novos casos de 

eventos cerebrovasculares, os quais devem ultrapassar 1 milhão nas próximas 

décadas. Pacientes que sobrevivem ao AVC geralmente apresentam sequelas 

neurológicas definitivas, este perfil nosológico é característico dos países 

industrializados (TAYLOR et al. 1996; LO, 2003; GORELICK e RULAND, 2010; 

NINDS/NIH, 2010).  

Nos últimos 50 anos houve uma redução constante na mortalidade por AVC 

(redução relativa de cerca de 1% ao ano até o final dos anos 1960 seguido por uma 

queda mais acentuada de até 5% ao ano) nos países desenvolvidos, o que não 

ocorreu naqueles em desenvolvimento. A explicação mais plausível para a redução 

seria o melhor controle dos fatores de risco (hipertensão arterial e tabagismo), 

combinada com a melhoria nos padrões de vida (BONITA, 1992; THRIFT et al. 

2006). 

A incidência e a mortalidade provocada por AVC tem sido correlacionadas 

com a renda nacional per capita. O estudo de Feigin  et al. (2009) baseado em uma 

metanálise de 56 estudos de base populacional em todo o mundo, demonstrou que 

de 1970 a 2008, houve redução de 42% na incidência desta patologia nos países de 

renda per capita  elevada, enquanto os países de baixa e média renda per capita 

experimentaram aumento de 100% na incidência. Embora a mortalidade esteja 

diminuindo tanto nos países desenvolvidos quanto em desenvolvimento, nos últimos 

10 anos, a mortalidade foi 25% superior nos países de renda média e baixa, quando 

comparados àqueles de renda elevada.  
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Dados epidemiológicos do Ministério da Saúde do Brasil (2004) indicam que 

as doenças do aparelho circulatório representam a principal causa de morte para 

ambos os gêneros. Entre estas, o AVC foi a primeira causa de óbito entre as 

mulheres (33,6% de todos os óbitos), e a segunda causa entre os homens (31,5% 

de todos os óbitos), sendo estes valores ultrapassados apenas pelas doenças 

isquêmicas do coração (33,3% do total de óbitos). No país, o AVC ocupa o segundo 

lugar das causas de internações hospitalares, e alguns autores relatam que este já 

se tornou a principal causa de morte, com índices de mortalidade em 2003 de 51 por 

100 mil habitantes (MANSUR et al. 2003; LOTUFO e BENSEÑOR, 2005; SOUZA et 

al. 2006). 

Estudos realizados nos anos de 2000 e 2002 analisando pacientes (55 e 177 

pacientes, respectivamente) acometidos por AVC, demonstraram que 72% dos 

pacientes retornaram para suas residências, 25% permaneceram em instituições e 

3% necessitaram de acompanhamento domiciliar de enfermagem para execução de 

suas atividades. Aproximadamente 70% recuperaram a deambulação em um ano, 

45-60% eram independentes em seus cuidados pessoais e apenas 5-9% eram 

totalmente independentes. Somente 9% retornaram às suas ocupações profissionais 

de origem, 1% modificaram suas ocupações e 37% não retornaram para o trabalho 

(KWAKKEL et al. 1999; OTAOLA e DE LA VILLA, 2000; HOBART et al. 2002; 

SCHAECHTER, 2004).  

Os déficits neurológicos ou deficiências mais prevalentes nos pacientes pós-

AVC são: distúrbios de comunicação, cognitivos, na percepção visuo-espacial, e 

alterações motoras, tais como: hemiparesia, hiper ou hipocinesia, desordens que 

comprometem significativamente a qualidade de vida destas pessoas (EVERS et al. 

2004; SCHMIDT et al. 2007; ROGERS et al. 2011). 

 

 

1.3.2 AVC e CONTROLE MOTOR 

 

 

O sistema motor consiste em uma complexa rede de áreas corticais (áreas 

motoras primárias e secundárias) e subcorticais (gânglios da base e cerebelo), em 

que populações neuronais interagem entre si, através de mecanismos excitatórios e 

inibitórios. Este sistema altamente dinâmico é influenciado por fatores externos e 
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internos que modulam a percepção sensorial, atenção e comportamento motor 

(XERRI et al. 1996; ASANUMA e PAVLIDES, 1997; BREAKSPEAR et al. 2003; 

HOSP e LUFT, 2011). A lesão estrutural resultante de um AVC pode perturbar o 

complexo equilíbrio das vias excitatórias e inibitórias que compõem este sistema, 

podendo afetar diretamente as vias motoras descendentes (o trato corticoespinhal), 

e também áreas corticais (MURASE et al. 2004 ; HUMMEL et al. 2005 ; HE et 

al. 2007 ; GREFKES et al. 2008; NOMURA et al. 2010 ; WANG et al. 2010 ). 

Diferentes tipos de distúrbios do movimento (hipercinéticos e hipocinético) tem sido 

observados pós-AVC (GHIKA e BOGOUSSLAVSKY, 2001). 

A capacidade de gerar movimentos corporais coordenados depende da 

interconexão de uma série de estruturas envolvidas no controle motor. Em humanos, 

o córtex motor pode ser dividido em córtex motor primário (M1), área motora 

suplementar (AMS) e área pré-motora (APM). Enquanto a AMS e a APM estão 

envolvidas no planejamento da atividade motora, o M1 recebe densas aferências da 

AMS e APM e mantém-se organizado em agrupamentos neuronais altamente 

especializados no comando do movimento de cada segmento. A ativação 

coordenada dessa rede neuronal possibilita o ordenamento multiarticular fino e 

independente, como os movimentos de alcance e preensão (ADKINS et al., 2006; 

JUAN et al. 2011). 

O sistema motor é constituído por um conjunto de 3 unidades: unidade de 

comando, de controle e de ordenação. O movimento é idealizado, planejado e 

comandado pelo córtex, sob supervisão da unidade de controle, a qual é constituída 

pelos núcleos da base e cerebelo. Este sistema funciona por meio de uma alça de 

retroalimentação, a qual leva informação acerca do movimento pretendido até 

estruturas de controle, que corrigem, adequam e aperfeiçoam o movimento e 

reenviam às estruturas corticais (DELONG e WICHMANN, 2007; HANDLEY et al. 

2009). De modo simplificado, os sinais partem do córtex e são transmitidos por meio 

do corpo estriado, globo pálido e tálamo de volta para o córtex (figura 4) (HANDLEY 

et al. 2009).  
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No cerebelo há grande número de aferências, as quais fornecem informações 

referentes à sensibilidade somestésica, vestibular, visual e auditiva, além de 

aferências de origem cortical (PROSKE e GANDEVIA, 2009). Do córtex, o cerebelo 

recebe as informações sensório-motoras por meio do trato córtico-pontino-cerebelar. 

A resposta de correção do movimento, por sua vez, parte dos núcleos cerebelares 

profundos para o núcleo centro-lateral do tálamo e deste para o córtex (HORNE e 

BUTLER, 1995; HOLSCHNEIDER et al. 2007). Após a adequação e correção do 

movimento a informação é transmitida até a unidade de ordenação. Esta é 

constituída pelos motoneurônios da medula e do tronco encefálico, os quais 

controlam a excitabilidade muscular por meio de potenciais de ação transmitidos 

pelos pares de nervos cranianos e espinhais (KANDEL et al. 2003). 

Os núcleos da base através de conexões com o córtex sensório-motor e o 

cerebelo, controlam os movimentos por meio da regulação de impulsos neurais que 

auxiliam no planejamento e na execução de movimentos sequenciados (HANDLEY 

et al. 2009). Dentre os núcleos da base, o estriado (formado pelos núcleos caudado 

e putâmen) atua como a porção receptora da maioria das projeções provenientes de 

diversas regiões corticais, tendo particular importância na integração de informações 

necessárias para a realização do movimento voluntário normal e, talvez, para o 

aprendizado motor (BROWN e SHARP, 1995).  

Figura 4 – Modelo simplificado da circuitaria dos gânglios da base. As vias estimulátórias são 
representadas pelas linhas em azul e as vias inibitórias pelas linhas em vermelho. 
Fonte: Adaptado de HANDLEY et al. 2009. 
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Experimentos utilizando injeção estriatal de inibidores de síntese protéica 

demonstram que essa inibição é capaz de prejudicar a aquisição de tarefas que 

envolvam a habilidade motora, sugerindo a participação da plasticidade estriatal, 

assim como a integridade dos circuitos que envolvem os núcleos da base, como 

componentes fundamentais neste processo (WÄCHTER et al. 2010). 

Alguns estudos sugerem que o estriado apresenta efetiva contribuição para a 

execução das tarefas motoras, incluindo componentes da atenção (VANVLEET et al. 

2002; KARNATH et al.  2002), da orientação espacial (BROWN e ROBBINS, 1989), 

da percepção sensório-motora (JEYASINGHAM et al. 2001) e da motivação 

(CARDINAL et al. 2002). Além disso, estariam envolvidos na finalização de 

programas motores relacionados a metas, tais como alcançar e segurar um objeto 

(REDGRAVE, 1999). 

Até o momento, grande parte dos mecanismos neurobiológicos que levam a 

mudanças na conectividade cortical após AVC não foram elucidados. Desta 

maneira, é necessário que estudos longitudinais analisem o período desde o início 

das alterações pós-isquêmicas até a fase crônica, para aprofundar a compreensão 

de como as interações patológicas entre áreas do cérebro se desenvolvem após o 

AVC e como elas se relacionam com déficits neurológicos observados nos 

resultados clínicos. Estas análises podem fornecer novos conhecimentos 

fisiopatológicos, possibilitando compreender os sintomas neurológicos. Essas 

informações podem ajudar a decidir quando as terapias específicas de intervenção 

para o sistema motor devem ser realizadas para melhorar a recuperação motora dos 

pacientes (GREFKES e FINK, 2011). 

 

 

1.3.3 ASPECTOS FISIOPATOLÓGICOS 

 

 

O AVC pode ser definido como uma síndrome neurológica caracterizada pela 

rápida progressão dos sinais e sintomas que podem perdurar por 24 horas ou mais, 

podendo ocasionar perda de função cerebral focal ou levar a óbito sem outra causa 

aparente, a não ser de origem vascular (WHO, 1988; FEUERSTEIN e WANG, 2000). 

Pode resultar de hemorragia (15% dos casos) ou de isquemia (80% dos casos) do 

tecido encefálico (figura 5). A hemorragia ocorre no momento em que uma artéria 
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perde sua elasticidade e se rompe, ocasionando extravasamento de sangue dentro 

ou ao redor do tecido encefálico. Na isquemia, há restrição do suprimento sanguíneo 

para o encéfalo, em consequência do bloqueio de artérias que irrigam determinada 

área do cérebro, ocasionado pela presença de trombo ou êmbolo (ADAMS et al. 

1993; BROWN, 2002; NUDO E NELSON, 2003; MERGENTHALER et al. 2004). 

 

 

 

 

  

 

A oclusão do vaso na isquemia promove a interrupção do fluxo sanguíneo 

para o cérebro, reduzindo a oferta de oxigênio e nutrientes para níveis que 

comprometem a integridade celular, podendo levar à necrose, apoptose ou a ambas 

(SELMAN et al. 1992). 

Para melhor compreensão/visualização da lesão isquêmica, Lee et al. (2005), 

propuseram um modelo de quatro compartimentos, sendo distinguidos por métodos 

de diagnóstico por imagem e por suas diferenças fisiopatológicas no decorrer do 

AVC isquêmico (AVCi), a saber: 1) tecido não afetado, 2) tecido levemente 

hipoperfundido, geralmente não esta em risco, 3) o tecido de risco (penumbra 

isquêmica) e 4) o tecido já irreversivelmente danificado (núcleo isquêmico) (figura 6). 

 

 

Figura 5: Tipos de AVC: isquêmico ou hemorrágico.                       

Fonte: Adaptado de Nucleus Medical Media Inc.  
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Minutos após a ocorrência de um AVCi focal, o tecido cerebral com redução 

mais drástica do fluxo sanguíneo é altamente lesionado e, posteriormente, sofre 

morte celular, por necrose. Este núcleo necrótico (isquêmico) permanece rodeado 

por uma zona de tecido que foi afetado em menor severidade (penumbra 

isquêmica). Nesta região, o dano neuronal desenvolve-se lentamente, pois o fluxo 

de sangue decorrente de territórios vasculares adjacentes (fluxo colateral) mantém a 

perfusão cerebral acima do limiar para a morte celular imediata, portanto permanece 

metabolicamente ativo. Esta região fronteiriça, penumbra isquêmica, pode 

representar até a metade do volume total da lesão durante os estágios iniciais da 

isquemia, e corresponde à região pós-AVC, em que há oportunidade de intervenção 

farmacológica para minimizar os danos ao tecido (GINSBERG, 1997; BROUGHTON, 

REUTENS e SOBEY, 2009, IADECOLA e ANRATHER, 2011). 

No núcleo isquêmico, a principal causa de morte celular é a falta de 

energia. Sem oxigênio e glicose os neurônios não liberam adenosina trifosfato (ATP) 

necessário para abastecer as bombas iônicas que mantem o gradiente iônico 

através da membrana neuronal, principalmente a Na+/K+ ATPase . Por conseguinte, 

Figura 6: Esquema do processo isquêmico. O núcleo isquêmico (4) representa um 
compartimento de tecido que está irreversivelmente danificado ou infartado, e está 
rodeado, em graus diversos pela penumbra isquêmica (3) que está em risco iminente de 
infarto. Entre a área não afetada (1) e a penumbra isquêmica, existe uma área de 
oligoemia benigna (2) que normalmente sobrevive ao insulto isquêmico, mesmo sem 
perfusão. A extensão de cada compartimento sofre alterações com o passar do tempo, 
após o início de hipoperfusão. 
Fonte: Adaptado de LEE et al. 2005. 
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o maciço acúmulo citoplasmático de Na+ e Ca2+  leva à degeneração das organelas, 

perda da integridade da membrana e morte celular por necrose (LIPTON, 1999; 

IADECOLA e ANRATHER, 2011). 

Existe uma variedade de definições para a penumbra isquêmica, no entanto, 

o conceito de “penumbra” durante a isquemia cerebral foi introduzido em 1981 por 

Astrup, e refere-se às regiões do tecido cerebral, geralmente de localização 

periférica, onde o fluxo sanguíneo é suficientemente reduzido para causar hipóxia e 

grave o suficiente para reprimir a função fisiológica, mas não tão completo para 

causar falha irreversível do metabolismo energético e nem necrose celular 

(PACIARONI et al. 2009). 

Neurônios na penumbra isquêmica ou zona peri-infarto podem sofrer 

apoptose após várias horas ou dias, o que torna esta área potencialmente 

recuperável por algum tempo, após o início da lesão. Diferindo da necrose, a 

apoptose é um processo relativamente ordenado de morte celular, dependente de 

energia para sua execução. A célula apoptótica é destruída de maneira organizada a 

fim de minimizar danos e perturbações às células vizinhas (TAYLOR et al. 2008; 

BROUGHTON et al. 2009). 

 

 

 

 

1.3.3.1 Eventos Envolvidos na Morte Celular pós-AVC 

 

 

O dano cerebral, em consequência à isquemia, resulta em uma cascata de 

eventos fisiopatológicos durante o processo isquêmico que incluem: despolarização, 

excitoxicidade, inflamação e morte celular (WHITE et al. 2000). 

A interrupção no fornecimento de nutrientes no início do AVC, em especial 

oxigênio e glicogênio, prejudica o fornecimento de ATP, necessário para 

manutenção do gradiente iônico neuronal. Esta rápida exaustão energética, após 

isquemia cerebral, leva a perda de potencial de membrana e despolarização 

neuronal. Canais de Ca+2 voltagem-dependentes são ativados e aminoácidos 

excitatórios são liberados no espaço extracelular (MERGENTHALER et al. 2004). 
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No núcleo isquêmico, as células sofrem despolarização axônica e não voltam 

a ser repolarizadas. Na região da penumbra, as células podem ser repolarizadas e 

despolarizadas novamente em resposta aos níveis elevados de Glu e K+ no espaço 

extracelular. Estas repetidas despolarizações recebem o nome de “despolarizações 

peri-infarto” e acarretam o dano celular excitotóxico (LAKHAN et al. 2009). 

A excitotoxicidade pode ser definida como a morte celular resultante das 

ações tóxicas dos aminoácidos excitatórios, como o Glu. Este evento geralmente se 

refere ao dano e a morte de neurônios decorrente da exposição ao Glu e ao influxo 

excessivo de Ca2+ para o interior da célula (BERLIOCCHI et al. 2005), iniciando uma 

série de eventos citoplasmáticos e nucleares (DIRNAGL et al. 1999). 

O Ca2+ e o Glu, tão importantes em inúmeras funções celulares, estão 

envolvidos no processo de morte celular após evento isquêmico (SATTLER e 

TYMIANSKI, 2000). O Glu sináptico por sua vez, ativa os receptores de aminoácidos 

excitatórios (NMDA, AMPA e cainato), acoplados a canais iônicos (iGluR) 

preferencialmente de Ca2+ e Na+, acarretando maior permeabilidade a estes íons. 

Este neurotransmissor pode agir, ainda, através dos mGluR acoplados à proteína G, 

mobilizando os estoques intracelulares de Ca2+ (ARUNDINE e TYMIANSKI 2004; 

IADECOLA e ANRATHER, 2011). 

A liberação excessiva de Glu ativa receptores AMPA, que aumenta o influxo 

de Na+ nos corpos celulares e dendritos pós-sinápticos, levando à despolarização e 

edema agudo local. Os receptores NMDA são ativados e medeiam o influxo 

excessivo de Ca2+ tornando a célula neuronal incapaz de expulsar, sequestrar ou 

tamponar o íon, que deste modo permanece livre para ativar enzimas Ca2+-

dependentes, incluindo as proteases calpaína e caspases, metaloproteases de 

matriz (MMPs), fosfolipases, enzimas produtoras de óxido nítrico (NO•), radicais 

livres e metabólitos do ácido araquidônico. Estas enzimas e seus produtos 

metabólicos, tais como os eicosanóides (prostaglandinas e leucotrienos) e os 

radicais livres de oxigênio, provocam a destruição dos ácidos desoxirribonucléicos 

(DNA) e a ruptura da membrana citoplasmática e dos elementos citoesqueléticos 

(figura 04). Estes eventos induzem necrose ou morte celular programada (apoptose) 

dependendo da intensidade do estímulo nocivo e do estado metabólico dos 

neurônios (BROTT e BOGOUSSLAVSKY, 2000; WEINBERGER, 2006; GUPTA e 

CHAUHAN, 2011; IADECOLA e ANRATHER, 2011). 
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A cascata de eventos neuroquímicos inclui a disfunção da bomba NA+/K+, 

aumento do Ca2+ intracelular pela abertura de canais de cálcio voltagem-

dependentes, ativação de receptores, principalmente, AMPA e NMDA, formação de 

espécies reativas de oxigênio (ERO’s), peroxidação lipídica, liberação de diversas 

citocinas pró-inflamatórias, tais como fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), 

interleucina (IL) -6 e IL-1β (figura 7) (LO et al. 2003). 

 

 

 
 

 

 

 

 

Figura 7: Eventos moleculares no tecido afetado por AVCi. A interrupção do fluxo sanguíneo diminui 
a produção energética, que por sua vez provoca insuficiência das bombas iônicas, lesão 
mitocondrial, ativação de leucócitos, liberação de mediadores inflamatórios, geração de radicais de 
oxigênio e liberação de excitotoxinas. Aumento dos níveis celulares de Na

+
, Cl

-
 e Ca

+
 resultando na 

estimulação de fosfolipases e proteases, seguido por geração e liberação de prostaglandinas e 
leucotrienos, desarranjo do DNA e do citoesqueleto, e em seguida, dano a membrana celular. 
Alterações de componentes genéticos que regula elementos da cascata alteraram o grau da lesão. 
Fonte: Adaptado de Brott e Bogousslavsky, 2000. 
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1.3.3.2 Neuroinflamação e AVC 

 

 

O sistema imunológico e o SNC, por muito tempo foram considerados 

entidades separadas, e qualquer interação entre os dois era compreendido como um 

sinal de mau funcionamento destes. No entanto, ao longo dos últimos anos, tem sido 

mostrado evidências de relação entre estes sistemas, principalmente,  em presença 

de lesão cerebral (ZIERATH et al. 2010). 

Durante a lesão cerebral, vários tipos de células e de mediadores 

inflamatórios são ativados e liberados, independentemente da origem da 

lesão. Células residentes, incluindo micróglia e astrócitos, controlam a resposta 

imediata; secundário a isto, há o recrutamento de células não-residentes incluindo 

macrófagos. No AVCi, a integridade da barreira hematoencefálica (BHE) é 

comprometida, possibilitando ou não regulando, a comunicação entre o SNC e o 

sistema imune. Estudos já evidenciaram que a comunicação entre os dois sistemas, 

também ocorre em lesão que não danifica, necessariamente a BHE (KAUR e LING, 

2008). O mecanismo preciso desta interação ainda necessita ser elucidado, no 

entanto, sabe-se que a regulação deste processo facilita a recuperação, mas 

quando descontrolado pode induzir lesão secundária (GRAEBER et al. 2011; KRAFT 

e HARRY, 2011). 

A isquemia cerebral induz morte das células adjacentes, produzindo 

inflamação local, o que implica em recrutamento de leucócitos, macrófagos e 

produção de mediadores inflamatórios. A resposta inflamatória imediata é 

essencialmente coordenada pela micróglia residente (GIULIAN e VACA, 1993). 

As células micrógliais são fagócitos mononucleares, altamente heterogêneas 

no SNC saudável. Elas compreendem 10% da população total de células neurais. 

No entanto, apresentam vários fenótipos morfológicos e, presumivelmente vários 

perfis funcionais em função do ambiente em que se localizam. No cérebro adulto, 

encontram-se em repouso e possuem morfologia ramificada e capacidade de 

monitorizar o ambiente cerebral, sendo responsável pela “vigilância imunológica” 

(STREIT, 2006; KRAFT e HARRY, 2011; ROMANO, 2011). Em resposta à lesão 

cerebral aguda, este grupamento de células é rapidamente ativado, liberando 

mediadores inflamatórios que agravam o dano celular (PERRY et al. 2003). 
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Estudos demonstraram que neurônios necróticos apresentam a capacidade 

de ativar células micrógliais e que a resposta pró-inflamatória subsequente leva ao 

aumento da atividade neurotóxica por indução de glutaminase, enzima envolvida na 

produção de Glu. Este mecanismo endógeno pode ser comum para várias formas de 

lesão neuronal e fornece uma ligação entre inflamação do SNC e neurodegeneração 

(LEHNARDT et al. 2007; PAIS et al. 2008; KILIC et al. 2008; CASO et al. 2008). 

A micróglia ativada na lesão isquêmica libera mediadores neurotóxicos 

prejudiciais tais como: citocinas pró-inflamatórias, superóxido (O2
•-), óxido nítrico 

(NO•) e proteases. Dentre as citocinas pró-inflamatórias expressa por células 

micrógliais, a IL-1 é a mais abundante. Esta interleucina induz à expressão de outras 

citocinas como IL-6 e TNF-α que contribuem para progressão da lesão isquêmica. 

(POLAZZI e CONTESTABILE, 2002; DANTON e DIETRICH, 2003; GUPTA e 

CHAUHAN, 2011). 

Na atualidade tem se considerado a inibição da ativação micróglial no 

decorrer do dano isquêmico, como uma opção lógica para intervenção terapêutica 

objetivando reduzir o dano neuronal (KRAFT e HARRY, 2011). 

 

 

1.4 AVC e Terapêutica 

 

 

Atualmente a única droga aprovada para o tratamento do AVCi agudo é o 

ativador do plasminogênio tecidual (tPA). No entanto, sua aplicação clínica está 

associada a limitações como a estreita janela terapêutica – a administração deve ser 

feita no máximo 3 horas após o ocorrido, antes da administração deve ser 

descartada a possibilidade de isquemia hemorrágica, devido o aumento do risco de 

hemorragia intracraniana associado ao uso do tPA (WEIR et al. 2004; GINSBERG, 

2008; GUPTA e CHAUHAN, 2011). A estreita janela terapêutica faz com que o 

número de pacientes que podem se beneficiar com o tratamento seja pequeno. A 

estimativa é de que apenas seis pacientes em 1000 usufruam deste recurso 

terapêutico (GILLIGAN et al. 2005; O'DONNELL et al. 2010). De acordo com dados 

do “National Institute for Health and Clinical Excellence” (Instituto Nacional de Saúde 

e Excelência Clínica) (2008), a incidência de hemorragia intracraniana sintomática 



37 
 

de 7 a 10 dias após o tratamento, foi maior no grupo que utilizou a terapia 

trombolítica, porém o aumento não superou o benefício do uso do medicamento. 

A terapia trombolítica tem por finalidade desobstruir o fluxo sanguíneo 

cerebral através da dissolução do trombo. Comparando-a ao placebo em seis 

ensaios clínicos foi possível observar diferença estatística favorável ao seu uso com 

Odds Ratio (OR) de 0,64 (IC 95%: 0,50 a 0,83) para a mortalidade e independência 

após três meses (NICE, 2008; O'DONNELL et al. 2010). 

Vários estudos buscam fármacos que apresentem significativo benefício 

clínico no tratamento da isquemia cerebral. Estes tem sido testados ao longo dos 

anos, tais como bloqueadoras dos canais de Ca2+, antagonistas glutamatérgicos, 

agonistas GABAérgicos, inibidores de leucócitos, antioxidantes, altas doses de 

albumina, porém nenhuma destes apresentou resultados significantes em ensaios 

clínicos com seres humanos (GINSBERG, 2008). Fármacos como os bloqueadores 

do canal de Na+ e antagonistas do Glu não demonstraram benefícios na lesão 

cerebral aguda, em particular o AVCi por várias razões, dentre elas: a reduzida 

distribuição através da BHE, a toxicidade limitante da dose e a estreita janela 

terapêutica, tornando-os inviáveis para utilização na prática clínica (HAZEM et al. 

2006).  

A compreensão crescente dos mecanismos fisiopatológicos envolvidos na 

lesão isquêmica tem possibilitado o surgimento de novas abordagens para o 

tratamento. Neste contexto, novas intervenções terapêuticas visam inibir a ativação 

micróglial, a fim de reduzir os seus efeitos neurotóxicos sobre os neurônios 

saudáveis (RANSOHOFF e PERRY, 2009), pois ao produzirem ERO’s, espécies 

reativas de nitrogênio (ERN’s) e citocinas pró-inflamatórias, como: a IL-1β, IL-6 e 

TNF-α, esta popução de células interferem negativamente no desfecho das doenças 

neurodegenerativas e neuroinflamatórias (BLOCK et al. 2007; RANSOHOFF e 

PERRY, 2009). 

O objetivo desta estratégia é manipular a ativação micróglial, a fim de interferir 

nos eventos da cascata isquêmica, inibir eventos moleculares que induzem influxo 

de Ca2+ e ativação de radicais livres, e deste modo evitar a morte de células 

neuronais na penumbra isquêmica (HAILER, 2008; AURIEL e BORNSTEIN, 2010). 

O bloqueio e/ou inibição da micróglia já foi realizado com o uso da minociclina 

(MNC), que em estudos anteriores foi capaz de reduzir a inflamação e apresentou 
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efeito neuroprotetor em modelos animais de isquemia cerebral (YRJANHEIKKI et al. 

1998; YRJANHEIKKI et al. 1999) 

 

 

1.4.1 MINOCICLINA E A POSSIBILIDADE TERAPÊUTICA 

 

 

As tetraciclinas foram descobertas em 1945, por Benjamin Duggar, o primeiro 

membro desta família foi a clortetraciclina que é um produto da fermentação natural 

da bactéria Streptomyces aureosaciens, encontrada no solo. A descoberta deste 

fármaco provocou uma corrida na pesquisa e obtenção de novas tetraciclinas 

(GOOD e HUSSEY, 2003; SAPADIN e FLEISCHMAJER, 2006), de tal modo que da 

década 1950 a 1970 vários compostos, naturais e semissintéticos, foram 

desenvolvidos. Neste mesmo período, este grupo de fármacos representou os 

antibióticos mais usados nos Estados Unidos (MAIA et al. 2010). 

Desde sua descoberta este grupo farmacológico tem passado por várias 

modificações estruturais no intuito de aumentar sua atividade antimicrobiana, 

melhorar a absorção e meia-vida. Através destas modificações, em 1967 obteve-se 

a MNC (figura 8), uma tetraciclina semissintética de segunda geração, que foi 

comercializada a partir de 1972 (MERA et al. 2008; KIM E SUH, 2009; NELSON e  

LEVY, 2011).  

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Estrutura química da minociclina. Nomenclatura IUPAC: 2-(amino-hidroxil-

metilideno)-4,7-bis (dimetilamino)-10, 11,12a-trihidroxi-4a, 5, 5a, 6-tetrahidro-4H-

tetraceno-1, 3,12-triona. 

Fonte: Adaptado de Kim e Suh, 2009. 
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A MNC apresenta excelente biodisponilidade por via oral, com meia vida de 

11-22 horas, o que a permite atingir concentração plasmática 12 vezes superior aos 

outros compostos do grupo. Outra característica deste fármaco é sua organização 

molecular que lhe garante ser até cinco vezes mais lipofílica que as demais 

tetraciclinas em pH fisiológico, propociona elevada difusão através das membranas 

fosfolipídicas, incluindo a BHE, e possibilita alcançar concentrações clinicamente 

eficazes no SNC (GOOD e HUSSEY, 2003; BLUM et al. 2004; MERA et al. 2008). 

Apesar de inicialmente ser indicado como antimicrobiano, estudos 

demonstraram que este fármaco proporciona neuroproteção clínica e experimental 

após lesão aguda e crônica em vários modelos experimentais de desordens que 

acometem o SNC, como esclerose lateral amiotrófica, doença de Parkinson, doença 

de Huntington, esclerose múltipla, traumatismo craniano e AVC. Sua ação 

neuroprotetora é atribuída à inibição da ativação micróglial.  Os resultados 

promissores obtidos em modelos animais fizeram a MNC ser alvo de muitos estudos 

de neuroproteção, o que provavelmente ocorre através de mecanismos anti-

inflamatórios nas doenças neurodegenerativas (YRJANHEIKKI et al., 1998; 1999; 

YONG et al. 2004; LI e MCCULLOUGH, 2009). 

De acordo com estes resultados em breve este fármaco poderá ser inserido 

na prática clínica para tratamento de doenças que acometem o SNC. No entanto, 

para que isto ocorra, é necessário um profundo conhecimento dos seus mecanismos 

de ação e alvos celulares, bem como o estabelecimento de diretrizes que instituam 

doses seguras e efetivas, vias de administração e janela terapêutica definida 

(PLANE et al. 2010). 

Vários mecanismos de ação podem ser responsáveis pelos efeitos 

neuroprotetores da MNC, porém, o seu alvo celular principal no SNC ainda 

permanece desconhecido. Estudos atuais investigam as propriedades anti-

inflamatórias, antiapoptótica e antioxidante (PLANE et al. 2010; GUPTA et al. 2011). 

Os principais efeitos biológicos desta droga, envolvidos na patogênese das doenças 

neurológicas, incluem a inibição da ativação da micróglia e o seu amplo espectro de 

ação inibitória sobre os fatores inflamatórios, tais como, ciclooxigenase 2 (COX-2), 

IL-1β, IL-2, IL-6, TNF-α e interferon gama (IF-ɣ), atenuação da apoptose e supressão 

de ERO’s (MATSUKAWA et al. 2009; NOBLE et al. 2009). 

Outro mecanismo de ação que pode ser responsável por seu efeito sobre 

diversas doenças neurológicas, é a inibição de MMP’s, as quais são expressas em 
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doenças neurológicas, e podem contribuir para desmielinização, excitoxicidade e 

inflamação. Portanto, é extremamente relevante o fato de que a MNC atue inibindo 

diretamente a atividade enzimática das MMP’s e, provavelmente, reduzindo a 

produção destas por leucócitos, alterando a transmigração destes para o SNC, e 

reduzindo ainda mais a inflamação (YONG et al. 2004; FAGAN et al. 2011). 

Na isquemia cerebral ocorre inflamação aguda, o que agrava a lesão cerebral 

primária, ocasionando perda de funções neurais e morte celular, os quais podem 

ocorrer por necrose ou apoptose (SUGAWARA et al. 2004; DOYLE et al. 2008; 

BROUNS e DE DEYN, 2009; GUPTA e CHAUHAN, 2011).  

O mecanismo apoptótico pode envolver a via mitocondrial intrínseca ou 

estímulos extrínsecos à célula (DOYLE et al. 2008). No extrínseco, sinais 

extracelulares desencadeiam o processo apoptótico ao unirem-se aos seus ligantes 

presentes na célula-alvo, como ocorre quando a proteína transmembrana ligante 

Fas (Fas-L) une-se ao receptor Fas (FasR), que por sua vez cliva e ativa caspase 8, 

levando à apoptose. A via intrínseca é ativada quando os neurônios não são 

capazes de manter o equilíbrio iônico causando perda de potencial de membrana, 

que por sua vez leva ao influxo de Ca2+ para a mitocôndria, provocando a abertura 

da membrana mitocondrial, liberação do citocromo c, e ativação das caspase 9 e 3 

(GUAN et al. 2006; MEHTA et al. 2007).  

Os efeitos antiapoptóticos da MNC, provavelmente, são exercidos na 

mitocôndria, visto que a redução na sobrecarga de Ca2+ mitocondrial estabiliza a 

membrana e inibe a liberação de citocromo c e outros fatores apoptóticos para o 

citoplasma, impedindo assim a ativação de caspase-3 e 9 (DOMERCQ e MATUTE, 

2004; NOBLE et al. 2009). Há uma família de proteínas denominada de “B-cell 

lymphoma 2” (Bcl-2) presentes na mitocôndria que estão envolvidas na morte 

celular, e podem ser pró-apoptóticos (Bax, Bid, BaK) ou anti-apoptóticos (Bcl-2, Bcl-

xL). Em estudo in vitro foi observado que a MNC regula a expressão e a clivagem de 

Bcl-2, que se acumula na mitocôndria e promove os efeitos protetores por reduzir a 

ativação de Bax, Bid e Bak. Este fármaco parece ser eficaz em várias doenças que 

agridem o SNC, através da supressão de sistemas apoptóticos e/ou estímulos 

apoptóticos (GARCIA-MARTINEZ et al. 2010; ANTONENKO et al. 2010; GRIFFIN et 

al. 2010; FAGAN et al. 2011). Dentre os fatores que podem levar à apoptose, 

destacam-se os danos ao DNA, a irradiação, a ativação de genes promotores de 

apoptose, as citocinas, as proteínas virais, a deficiência de fatores de sobrevivência 
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da célula e o estresse oxidativo causado pelas ERO’s (JOHNSON, 2003; GUPTA e 

CHAUHAN, 2011). 

Em condições fisiológicas, os neurônios possuem mecanismos antioxidantes 

endógenos que são capazes de degradar radicais livres produzidos. Entretanto, 

estes mecanismos tornam-se insuficientes em condições patológicas (DOYLE et al. 

2008). Quando a membrana celular perde sua polaridade há influxo de Ca2+ e Na+ 

na célula. Esse acúmulo iônico induz a mitocôndria a produzir quantidades 

prejudiciais de ERO’s (KNOTT et al. 2008). As principais ERO’s envolvidas na 

neurodegeneração são: O2
•-, peróxido de hidrogênio (H2O2) e o radical hidroxil (OH•). 

Além disto, as ERN, tal como NO•, podem resultar em dano neuronal. O NO• pode 

reagir com O2
•- para produzir peroxinitrito (ONOO-). Este último ânion ou os produtos 

oriundos de sua decomposição (NO2
• e OH•), em sua forma protonada, podem 

modificar a estrutura e função de proteínas e enzimas por nitração de resíduos de 

tirosina ou por sulfoxidação de metionina. Estes radicais ativam cascatas 

enzimáticas que destroem macromoléculas na célula levando-a a morte (HERTZ, 

2008; BROUNS e DE DEYN, 2009; MELO et al. 2011; SCHILDKNECHT et al. 2011). 

Estudos recentes mostraram que a MNC tem a capacidade de interferir em uma 

série de sistemas químicos geradores de radicais livres (SCHILDKNECHT et al. 

2011). 

Schildknecht et al. (2011) demonstraram que este fármaco funciona como um 

eliminador seletivo de ONOO- em vários modelos celulares, inclusive em neurônios 

humanos. A MNC foi capaz de proteger neurônios em meio de cultura, contra o 

estresse oxidativo com uma potência semelhante à vitamina E (Kraus et al. 2005). 

O potencial neuroprotetor deste fármaco ainda não foi investigado frente a 

exposição crônica ao EtOH, porém há a possibilidade de que exerça efeito 

neuroprotetor, uma vez que estudos in vivo indicaram que o consumo crônico desta 

droga causa aumento nos níveis cerebrais da óxido sintase induzível (iNOS), COX-2 

e IL-1β (CREWS et al. 2006; CREWS e NIXON, 2009). Esta droga também promove 

aumento na produção de ERO’s e/ou uma diminuição nos níveis de defesas 

antioxidantes, causando um desequilíbrio redox e resultando na degradação 

oxidativa de lípideos, proteínas e DNA. Portanto, o EtOH pode contribuir, pelo 

menos em parte, com a intensificação do dano em doenças neurodegenerativas 

(BROCARDO et al. 2011). Deste modo, ele constitui um importante fator de risco na 
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ocorrência de isquemia cerebral (ISO et al., 2004; PALLEIRO e LÓPEZ, 2007; 

MELO et al. 2011). 

Os dados epidemiológicos indicam que o consumo de EtOH deverá continuar 

aumentando globalmente, e conjuntamente a prevalência de AVC, uma das 

principais causas de morte no mundo (PATRA et al. 2011).  

 

 

1.5 EtOH e AVC 

 

 

Diversos estudos observacionais abordam os possíveis efeitos 

cardioprotetores do EtOH, e esses tem sido foco de debate na literatura cientifica e 

na mídia popular. No entanto, devido à ausência de ensaios clínicos é necessário 

que os profissionais de saúde interpretem os resultados antes de responder a seus 

pacientes quanto à utilização desta droga para reduzir o risco de desenvolver 

doença cardiovascular. As revisões sistemáticas e as metanálises tem associado o 

consumo de EtOH com proteção cardiovascular (MACLURE, 1993; RIMM  et al. 

1996; CLEOPHAS, 1999; CORRAO et al. 2000; DI CASTELNUOVO et al. 2002; 

REYNOLDS et al. 2003; CORRAO et al. 2004; FILLMORE et al. 2006), mas não tem 

abordado, uniformemente, a associação entre EtOH e mortalidade por doença 

cardiovascular, bem como a incidência e a mortalidade por doença coronariana e 

AVC (RONKSLEY et al. 2011). 

O aumento do risco relativo para incidência de AVC em usuários contínuos de 

EtOH esta relacionado a um efeito sinérgico desta droga com a hipertensão. A 

associação entre o consumo da substância e a elevação da pressão arterial foi 

observado pela primeira vez entre soldados franceses, e desde 1915 se tem 

sugerido que esta associação pode ser causal (LIAN, 1915; HILLBOM et al. 2011). A 

causalidade foi confirmada em estudo posterior (PUDDEY et al. 2005), e na 

atualidade já é conhecido que o uso excessivo constitui um fator de risco para 

hipertensão e, por conseguinte, para o AVC hemorrágico e isquêmico (CAICOYA et 

al.1999; THRIFT et al. 1999). Porém, ainda não foi elucidado com que frequência e 

por quais mecanismos a hipertensão, induzida por EtOH, contribui para os diferentes 

tipos de AVC’s (HILLBOM et al. 2011). 
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Estudos evidenciam a existência de relação linear entre o consumo excessivo 

de EtOH e a incidência desta patologia, porém devido a heterogeneidade dos 

resultados é impossível predizer o subtipo de AVC, hemorrágico ou isquêmico, 

prevalente (MAZZAGLIA et al. 2001; PATRA et al. 2010; RONKSLEY et al. 2011). A 

revisão sistemática mais recente não analisou os riscos separadamente para cada 

subtipo de AVC, mas confirmou a relação linear entre ambos, e relatou que o risco 

para as mulheres é maior do que para os homens e os riscos de mortalidade são 

maiores que os riscos de morbidade (PATRA et al. 2010). 

Diante deste cenário, este estudo visa fornecer uma valiosa contribuição na 

busca de novas possibilidades terapêuticas, através de fármacos com potenciais 

efeitos neuroprotetores para os danos isquêmicos acentuados pelo consumo 

precoce e crônico de EtOH, que é considerado uma droga socialmente aceita, e 

atinge níveis alarmantes no Brasil e no mundo. 
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II OBJETIVOS 
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2.1 Objetivo geral: 

 

 

Investigar os efeitos neuromotores após bloqueio da ativação microglial com 

minociclina em ratos submetidos à isquemia focal no córtex motor, quando tratadas 

cronicamente com EtOH da adolescência a fase adulta. 

 

 

2.2 Objetivos específicos: 

 

 Investigar o efeito da exposição crônica ao EtOH em animais isquemiados. 

 Avaliar o efeito do tratamento farmacológico com MNC em animais 

isquemiados e isquemiados expostos cronicamente ao EtOH. 

Utilizando testes comportamentais investigar nos animais submetidos às condições 

anteriores alterações: 

 Na locomoção espontânea;  

 No equilíbrio motor; 

 Na coordenação motora; 

 Na força muscular. 
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III  METODOLOGIA 
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3.1 Animais e Grupos Experimentais 

 

 

Este estudo foi inicialmente aprovado pelo comitê de ética em pesquisas 

envolvendo animais da Universidade Federal do Pará (UFPA), recebendo a 

aprovação sob parecer BIO-CEPAE-UFPA:BIO 007-09 (ver comprovante na página 

103), e obedeceu aos critérios e as normas estabelecidas por Guias de Cuidado e 

Uso de Animais Laboratoriais. 

Foram utilizados 60 ratos fêmeas adolescentes (35 dias) da linhagem Wistar. 

provenientes do Biotério da UFPA. Estes animais foram encaminhados para 

Faculdade de Farmácia, UFPA, onde foram mantidos em uma sala de manutenção 

em condições padronizadas de temperatura (25ºC), exaustão, ciclo de luz 

claro/escuro de 12 horas, água e comida ad libitum. Nas salas onde ocorreram os 

experimentos comportamentais utilizou-se lâmpadas fluorescentes para iluminação, 

e houve controle de temperatura (25ºC) e ruído. 

Os experimentos foram realizados no Laboratório de Farmacologia da 

Inflamação e do Comportamento (LAFICO), da Faculdade de Farmácia, do Instituto 

de Ciências da Saúde, e no Laboratório de Neuroproteção e Neurorregeneração 

Experimental (LNNE), do Instituto de Ciências Biológicas, ambos na UFPA.   

Para este estudo os 60 animais foram divididos em seis grupos experimentais 

(quadro 1): 
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Quadro 1: Grupos experimentais, descrição e quantidade de animais por grupo. 

GRUPO DESCRIÇÃO NÚMERO 

 

01 

Controle - são animais tratados com H2Odest., submetidos à 

microinjeção estereotáxica com SSI. Receberam por via i.p. 

SSI como tratamento pós-isquemia. 

 

10 

 

02 

Animais tratados com H2Odest., submetidos à microinjeção 

estereotáxica isquêmica com ET-1. Receberam por via i.p. 

SSI como tratamento pós-isquemia. 

 

10 

 

03 

Animais tratados com H2Odest., submetidos à microinjeção 

estereotáxica isquêmica com ET-1. Receberam por via i.p. 

MNC como tratamento pós-isquemia. 

 

10 

 

04 

Animais tratados com EtOH, submetidos à microinjeção 

esterotáxica com SSI. Receberam por via i.p. SSI como 

tratamento pós-isquemia. 

 

10 

 

05 

Animais tratados com EtOH, submetidos à microinjeção 

estereotáxica isquêmica com ET-1. Receberam por via i.p. 

SSI como tratamento pós-isquemia. 

 

10 

 

06 

Animais tratados com EtOH, submetidos à microinjeção 

estereotáxica isquêmica com ET-1. Receberam por via i.p. 

MNC como tratamento pós-isquemia. 

 

10 

TOTAL 60 

Legenda: ET-1= peptídeo vasoconstritor endotelina-1. H2Odest. = água destilada. MNC= minociclina. 

 SSI = solução salina isotônica estéril. 

 

 

3.2 Tratamento com EtOH 

 

 

Após a divisão dos grupos experimentais as ratas foram mantidas em caixas 

próprias em grupos de 5 animais para evitar o estresse pelo isolamento. Os animais 

adolescentes (35º dia de vida) receberam através de cânula orogástrica, gavage, 

água destilada ou etanol (Nuclear, Brasil) na dose de 6,5 g/kg/dia (22,5 p/v) (MAIER 

e WEST, 2001; MAIA et al. 2009) até atingirem a fase adulta (90º dia de vida) (figura 

9). As soluções foram administradas em volumes de 1mL/Kg.  
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3.3 Indução de Isquemia Focal Experimental 

 

 

Ao término dos 55 dias de tratamento com água destilada ou EtOH, os 

animais foram encaminhados para o LNNE para indução de isquemia focal 

experimental. Para esta etapa, os animais foram anestesiados com uma mistura de 

cloridrato de cetamina (72 mg/Kg) e xilazina (9 mg/Kg),  via intraperitoneal (i.p.). Os 

reflexos corneano e de retirada da pata foram testados antes dos animais serem 

posicionados em um aparelho estereotáxico (Insight®, EF-336) (figura 10). 

 

Figura 9: Esquema do tratamento experimental com EtOH – Ao 35º dia de vida as ratas, 

adolescentes, foram divididas em 06 (seis) grupos com 10 (dez) animais cada, de acordo com o 

tratamento a ser empregado, sendo 03 (três) grupos H2Odest.  e 03 (três) grupos EtOH, o tratamento 

foi realizado até o 90º dia de vida, fase adulta. 
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A isquemia focal foi induzida em área motora, córtex motor, com 

microinjeções estereotáxicas do peptídeo vasoconstritor endotelina-1 (ET-1) (Sigma-

Aldrich), sendo utilizado 40 pmol de ET-1 diluídos em 1µl de solução salina isotônica 

estéril (SSI) (HUGHES et al., 2003; HOSSMANN, 2008). Este procedimento já foi 

realizado em nosso laboratório em trabalho anterior (Souza-Rodrigues et al. 2008). 

Para a indução isquêmica, foi realizado inicialmente uma incisão sagital na 

superfície do crânio, divulsão dos tecidos moles subjacentes, exposição da calota 

craniana e determinação das coordenadas estereotáxicas. Após o estabelecimento 

da área de injeção através da estereotaxia, uma pequena abertura na estrutura 

óssea foi feita, utilizando uma broca esférica carbide nº 05 estéril acoplada a um 

motor de baixa rotação com refrigeração constante, na tentativa de evitar o 

aquecimento e destruição tardia do tecido ósseo circundante. Após trepanação 

óssea, a dura-máter foi removida para se ter uma melhor visualização do córtex 

cerebral. Em seguida, uma micropipeta de vidro com ponta de 10-20 µm e 

graduações de 1 µl (Sigma-Aldrich, Hirschmann) foi posicionada de acordo com as 

coordenadas estereotáxicas de Paxinos (1982) para o córtex motor: 2,3 médio-

lateral; 1,2 ântero-posterior; 0,4 dorso-ventral (figura 11). 

Figura 10: Aparelho estereotáxico. Utilizado para a determinação das 
coordenadas estereotáxicas e estabelecimento da área para administração 
de microinjeção de ET-1 ou SSI. 
Fonte: Insight

®
. 
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Após a microinjeção, a micropipeta permaneceu estacionária por cinco 

minutos antes de ser retirada lentamente do parênquima cerebral. Em seguida foi 

feita a limpeza da ferida cirúrgica com SSI, em especial dos detritos presentes sobre 

a superfície óssea, coaptação das bordas dos tecidos moles e sutura com fio de 

Nylon n°4.  

Para melhor conforto dos animais, utilizou-se uma manta térmica para manter 

a temperatura corporal estável em 37oC durante todo o procedimento cirúrgico. A 

temperatura também foi monitorada por meio de um termômetro clínico retal. Todos 

os procedimentos cirúrgicos foram realizados com instrumental esterilizado e 

barreiras de proteção apropriadas a se manter níveis adequados de biossegurança. 

 

 

 

 

 

 

A 

A 

B 

C 

Figura 11: Animal posicionado no aparelho estereotáxico. (A) Barra auricular introduzida 
nas orelhas e a presilha (B) imobilizando a cabeça, impedindo movimentos verticais. O 
maxilar superior é mantido imóvel, uma vez que é pinçado entre a presilha (B) superior e 
inferior. Exposição da calota craniana (C) para visualização da sutura bregmática e 
posterior trepanação com broca elétrica. Micropipeta de vidro (D) posicionada no orifício da 
trepanação, para inoculação de SSI ou ET-1. 

D 
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3.4 Tratamento com minociclina 

 

 

Após a cirurgia os animais foram conduzidos para sala de acondicionamento 

na Faculdade de Farmácia, onde foram mantidos em condições padronizadas de 

temperatura (25ºC), exaustão, ciclo de luz claro/escuro de 12 horas, água e comida 

ad libitum. Os animais permaneceram sete dias nesta sala para realização do 

tratamento pós-isquemia com minociclina (MNC). 

A MNC ou SSI foram administradas de acordo com o protocolo adaptado de 

Ekdahl et al. (2003). Durante os dois primeiros dias, os animais receberam injeções 

(i.p.) diárias de 50mg/kg de MNC de 12/12 horas, sendo a primeira injeção 

administrada 2h após a isquemia focal. A partir do terceiro até o sétimo dia de 

tratamento foram administrados 25 mg/kg uma vez por dia (figura 12). 

 

 

 

Figura 12: Esquema do tratamento farmacológico com MNC – Inicialmente os animais receberam 
durante 55 dias EtOH por gavage, 24h após o término, foi realizada o procedimento cirúrgico para 
indução da isquemia focal, 2h após a cirurgia se iniciou o tratamento com MNC, por via i.p. No 1º e 2º 
dia os animais receberam 50 mg/Kg a cada 12h, e 25 mg/Kg/dia do 3º ao 7º dia pós-isquemia. 
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3.5 Testes Comportamentais 

 

 

Depois de 24h do término do tratamento farmacólogico com MNC ou SSI 

todos os animais foram encaminhados para o LAFICO, para realização dos testes 

comportamentais. Os ensaios foram realizados em sala própria, com temperatura 

controlada (25ºC) e atenuação dos níveis de ruído e baixa intensidade de iluminação 

(12 lx). Com o objetivo de evitar as variações circadianas que poderiam interferir 

com os resultados experimentais, todos os experimentos foram conduzidos entre 

8:00 e 12:00 h. 

 

 

3.5.1. TESTE DO CAMPO ABERTO 

 

 

Neste estudo foi utilizada uma arena semelhante ao aparato conhecido como 

modelo do campo aberto (AGUIAR, 1995), proposto para avaliar a emocionalidade 

do animal (HALL, 1934), e amplamente utilizado para avaliar o efeito de drogas e de 

manipulações genéticas e ambientais sobre os animais (ARCHER, 1973; RAMOS e 

MORMÈDE, 1998). 

A metodologia do campo aberto consiste em mensurar os comportamentos 

apresentados por um animal em um espaço aberto, que represente novidade para 

ele e do qual não consegue fugir, por existir paredes ao redor deste espaço. Este 

modelo permite avaliar tanto medidas de exploração (locomoção, levantamento, 

farejamento) quanto medidas aversivas (defecação, micção, congelamento) 

(NAHAS, 1997, 2001).  

O campo aberto pode variar no tamanho, na forma (quadrado, retangular ou 

circular) e nos parâmetros das respostas a serem avaliadas. Desta forma, o teste 

pode ser utilizado tanto para avaliar o comportamento do animal mediante uma 

situação de novidade, como para avaliar efeitos de drogas, de lesões, estimulação 

elétrica do SNC, habituação, bem como a aprendizagem e atividade locomotora, em 

respostas ao ambiente experimental (AGUIAR, 1995). 



54 
 

Para este teste, foi utilizada uma arena em madeira (100x100x40cm), pintada 

com material não permeável, na qual o chão foi dividido em 25 quadrantes iguais de 

20x20 cm (figura 13). 

 

 

 

   Figura 13: Figura do campo aberto. 

 

 

A atividade locomotora foi avaliada 24 horas após o término do tratamento 

farmacológico. Antes do início dos experimentos, os animais foram conduzidos à 

sala de teste por um período de uma hora para aclimatação e habituação ao 

ambiente do teste. Após habituação, o teste da atividade locomotora foi iniciado. Os 

animais foram colocados individualmente no quadrante central do campo aberto e foi 

permitido o livre deslocamento no aparato por 5 minutos. Este teste foi filmado 

através de filmadora posicionada acima da arena e monitorado por experimentador 

que não sabia o grupo que estava sendo testado.  

Foi contabilizado a locomoção total de cada animal, de acordo com o 

protocolo de Pandolfo et al. (2007) e Walsh e Cummins (1976), que envolve andar e 

correr, e que foi mensurada através da contagem do número de quadrantes 

cruzados pelo animal com as quatro patas. Não foi considerada locomoção quando 

o animal colocava uma, duas ou três patas em um dos quadrantes, com retorno ao 

quadrante original.  Após este teste, os animais foram submetidos ao teste do plano 

inclinado. 
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3.5.2. TESTE DO PLANO INCLINADO 

 

 

O teste do plano inclinado foi realizado através do método descrito por Rivilin 

e Tator (1977), desenvolvido para avaliação da função motora em ratos. Devido sua 

importância para detecção de danos na coordenação motora, equilíbrio e força 

muscular dos animais, este tem passado por adaptações ao longo dos anos, com a 

finalidade de melhor adequá-lo a outras doenças neurológicas que acarretam dano 

motor. Inicialmente este teste foi empregado para avaliação de dano medular 

(MURPHY et al. 1995; MELCER et al. 1995). A pontuação atribuída ao animal é o 

ângulo máximo do plano que o animal pode manter por 5 segundos, sem deslizar 

para fora da superfície. 

O aparato utilizado neste teste era constituído por duas plataformas 

retangulares de madeira compensada unidas por uma dobradiça. Uma das 

plataformas era a base e a outra, um plano inclinado móvel, este era revestido de 

borracha para permitir a aderência e movimentação do animal (figura 14). O animal 

foi colocado sobre o plano móvel em ângulo 0°. Este ângulo de inclinação foi 

gradativamente aumentado de zero grau até o ângulo máximo em que o rato não 

podia mais se manter na posição por 5 segundos (a cada 5 segundos o ângulo de 

inclinação da plataforma era aumentado em 5 graus), adaptado de Murphy et al. 

(1995). Após o término do teste do plano inclinado, os animais foram submetidos ao 

teste do rota-rod. 
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Figura 14: Figura do plano inclinado. 

 

 

3.5.3. TESTE DO ROTA-ROD 

 

 

O teste do rota-rod foi introduzido por Dunham e Miya (1957) para avaliar, 

coordenação motora e equlibrio em roedores, nesta versão do teste os animais eram 

colocados sobre um cilindro giratório de rotação fixa. Mais tarde, Jones e Robert 

(1968) desenvolveram outra versão do teste, em que a rotação do cilindro era 

acelerada ao longo do experimento. Segundo os autores, a nova versão elimina a 

necessidade de treinamento extensivo. 

O rota-rod é um dos testes mais utilizados para avaliar a função motora dos 

roedores, por ser considerado um dos mais sensíveis para isto. Neste experimento, 

foi empregado um aparelho automatizado (Insight®, EFF-411), instalado em uma 

sala fechada e mantida à temperatura de aproximadamente 25ºC. O aparelho 

consiste em uma caixa de acrílico com um cilindro giratório de 8 cm de diâmetro, 

instalado transversalmente a aproximadamente 20 cm do chão, e mantido em 

rotação através de um motor. A caixa era dividida em 4 baias, de aproximadamente 

10 cm de largura, permitindo análise de 4 animais simultaneamente (figura 15).  
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 Figura 15: Figura do rota-rod. 
 Fonte: Insight

®
. 

 

 

Para permanecer sobre o cilindro giratório, o animal necessitava se 

locomover, deste modo a função motora foi quantificada cronometrando o tempo de 

permanência do rato sobre o cilindro.  

Para a habituação, os animais foram colocados no cilindro giratório por um 

período de 180 segundos a 16 rotações por minuto. Quando ocorria a queda do 

animal, este era reposicionado no cilindro quantas vezes fossem necessárias até a 

finalização do tempo estipulado (180 segundos). Após o treinamento, o teste foi 

realizado em três exposições, com intervalo de 60 segundos entre cada exposição. 

O tempo limite do teste foi 180 segundos (adaptado de Sharma et al. 2009). 

A figura 16 demonstra o esquema dos procedimentos adotados no estudo, 

delineando desde o tratamento com EtOH até os testes experimentais com os 

animais adultos. A ilustração mostra também a sequência dos testes realizados, que 

teve início com a atividade locomotora espontânea (no campo aberto) e foi finalizado 

com o teste do rota-rod. 
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Figura 16: Delineamento experimental do estudo. Inicialmente os animais receberam por gavage 
H2Odest. ou  EtOH, da adolescência a fase adulta, por 55 dias.  Após o tratamento os animais foram 
encaminhados para cirurgia, indução da isquemia focal. 2 horas após o término do procedimento 
cirúrgico o tratamento farmacológico com MNC ou SSI foi administrado, por 07 dias consecutivos. 
Depois de 24 horas do término do tratamento framacológico os testes comportamentais foram 
realizados: campo aberto, plano inclinado e rota-rod. 

 

 

3.6 Análise estatística 

 

 

Todos os dados dos testes comportamentais foram avaliados pela Análise de 

Variância (ANOVA) de uma via. Para as comparações múltiplas post hoc utilizou-se 

o teste de Tukey. O teste de Kruskal-Wallis para comparação das medianas entre os 

grupos. Os dados de cada grupo experimental foram expressos como a média ± erro 

padrão da média (e.p.m.) de 10 animais. A probabilidade aceita como indicativa da 

existência de diferenças significantes foi de p<0,05. A construção gráfica e a análise 

estatística foram realizadas no programa GraphPad Prism 5.0. 
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IV RESULTADOS 
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4.1 Campo Aberto 

 

Na figura 17 são apresentados os resultados da atividade locomotora 

espontânea, o número total de quadrantes cruzados, dos grupos experimentais. No 

teste o grupo isquêmico (grupo 02) apresentou locomoção inferior a do grupo 

controle (grupo 01) (F(5,59) = 4,96; p<0,01). A redução da atividade locomotora foi 

intensificada nos animais expostos cronicamente ao EtOH e posteriormente 

isquemiados (grupo 05), sendo esta inferior a observada no grupo 02 (F(5,59) = 5,54; 

p<0,001) e no controle (F(5,59) = 10,50; p<0,0001). Entretanto, o EtOH quando 

administrado isoladamente aos animais (grupo 04), não promoveu alteração do 

parâmetro avaliado, se comparado ao controle.  

O tratamento farmacológico com MNC do grupo isquêmico (grupo 03) 

reverteu o déficit locomotor observado no grupo 02 (F(5,59)=5,95; p<0,001), e 

possibilitou a obtenção de resultdo similar ao do grupo controle. 

A MNC foi capaz de reverter o dano locomotor mesmo no grupo 

EtOH/isquemiado (grupo 06), deste modo número total de quadrantes cruzados foi 

igual ao do grupo controle, e superior ao dos grupo 05 (F(5,59)=11,23; p<0,0001) e  02 

(F(5,59)= 5,68; p<0,001). 

 

 

 

 

Figura 17: Efeitos do tratamento com MNC sobre os prejuízos na locomoção espontânea de ratos 
submetidos à isquemia focal e expostos cronicamente ao EtOH da adolescência a fase adulta. Os 
resultados estão expressos como a média ± e.p.m do número total de cruzamentos no teste do 
campo aberto, durante 5 min., de 10 animais por grupo. *p<0,05 diferença significativa em relação 
ao grupo 01. +p<0,05 diferença significativa em relação ao grupo 02.  #p<0,05 diferença 
significativa em relação ao grupo 04. xp<0,05 diferença significativa em relação ao grupo 05. 
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4.2 Plano Inclinado 

 

 

A figura 18 ilustra quantitativamente o resultado dos parâmetros, força 

muscular e equilíbrio motor, avaliados neste teste através do ângulo de queda dos 

grupos experimentais. Os grupos isquêmiado (grupo 02), EtOH (grupo 04) e 

EtOH/isquemiado (grupo 05) atingiram menor ângulo de queda que o grupo controle 

(F(5,59)= 7,16; p<0,0001; F(5,59)= 7,64; p<0,0001; F(5,59)= 10,5; p<0,0001, 

respectivamente). 

A exposição prolongada ao EtOH (grupo 04) prejudicou o desempenho dos 

animais no teste, e consequentemente atingiram ângulo inferior ao do grupo controle 

(F(5,59)= 7,64; p<0,0001). 

O tratamento com MNC dos animais isquemiados (grupo 03) foi capaz de 

reverter os danos nos parâmetros analisados, permitindo a estes atingir ângulo 

semelhante ao grupo controle, e consequentemente superior ao dos grupos: 02 

(F(5,59)= 8,12; p<0,0001), 05 (F(5,59)= 11,46; p<0,0001) e 04 (F(5,59)= 8,60; p<0,0001). 

A MNC apresentou o mesmo efeito quando administrada em animais expostos 

cronicamente ao EtOH e posteriormente isquemiados, isto ângulo semelhante ao 

grupo controle e superior ao dos grupos: 02 (F(5,59)= 8,12; p<0,0001), 05 (F(5,59)= 

11,46; p<0,0001) e 04 (F(5,59)= 8,60; p<0,0001). Portanto, o tratamento farmacológico 

dos grupos 03 e 06 foi capaz de reverter os danos ocasionado pela lesão isquêmica, 

mesma quando em presença de exposição crônica ao neurotóxico em estudo. 

Neste teste o EtOH não intensificou os danos, na força muscular e equilíbrio 

motor, nos animais isquemiados (figura 05). 



62 
 

 

 

 

 

 

 

 

4.3. Rota-Rod 

 

  

No teste do rota-rod os grupos experimentais foram expostos quatro vezes ao 

cilindro giratório, com um intervalo de 60 segundos entre as exposições. A primeira 

exposição consistiu na adaptação dos animais ao aparato, nas exposições seguintes 

avaliou-se a coordenação motora e o equilíbrio destes animais, o parâmetro avaliado 

foi o tempo de permanência sobre o cilindro giratório, latência (adaptado de 

SHARMA et al. 2009). 

A figura 19 contem os resultados da fase de adaptação ao rota-rod. Nesta 

etapa do teste os grupos tratados com MNC (grupo 03 e 06) permaneceram mais 

tempo sobre o cilindro giratório, sendo que o grupo 03 superou até mesmo o grupo 

controle (F(5,59)= 4,71; p<0,01).  

 

Figura 18 Efeitos do tratamento com MNC sobre os prejuízos no equlibrio e força 
muscular de ratos submetidos à isquemia focal e expostos cronicamente ao EtOH da 
adolescência a fase adulta. Os resultados estão expressos como a média ± e.p.m do 
ângulo de queda no teste do plano inclinado de 10 animais por grupo. *p<0,05 diferença 
significativa em relação ao grupo 01. +p<0,05 diferença significativa em relação ao grupo 
02. 

 
#p<0,05 diferença significativa em relação ao grupo 04. xp<0,05 diferença significativa 

em relação ao grupo 05. 
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Na figura 20 estão os resultados da primeira exposição (teste 1), após 

adaptação, ao aparato. Nesta etapa o EtOH isoladamente (grupo 04) não implicou 

em aumento do déficit motor, quando comparados ao grupo grupo controle. Os 

animais expostos ao EtOH e submetidos a lesão isquêmica (grupo 05) apresentaram 

o mesmo tempo de latência que os animais isquêmicos (grupo 02), sendo este 

tempo inferior ao dos grupos 04 (F(5,59)= 7,65; p<0,0001 e F(5,59)= 6,84; p<0,0001, 

respectivamente) e controle (F(5,59)= 11,66; p<0,0001 e F(5,59)= 10,85; p<0,0001, 

respectivamente). 

O grupo 03 atingiu o tempo máximo estipulado ao teste, 180 s, sendo este 

resultado superior ao dos grupos: 02 (F(5,59)= 11,26; p<0,0001), 05 (F(5,59)= 12,07; 

p<0,0001)  e 04 (F(5,59)= 4,42; p<0,01), mas semelhante a latência do grupo controle; 

bem como o grupo 06, que também atingiu o tempo de 180 s, o qual foi superior a 

dos grupos: 02 (F(5,59)= 11,26; p<0,0001), 05 (F(5,59)= 12,07; p<0,0001) e 04 ([F(5,59)= 

4,42; p<0,01) e similar ao do grupo controle. 

 

Figura 19: Efeitos do tratamento com MNC sobre os prejuízos na apredizagem motora de ratos 
submetidos à isquemia focal e expostos cronicamente ao EtOH da adolescência a fase adulta. Os 
resultados estão expressos como a média ± e.p.m da latência no teste do rota-rod, durante 180 s., 
de 10 animais por grupo. Adaptação.  *p<0,05 diferença significativa em relação ao grupo 01. 
+p<0,05 diferença significativa em relação ao grupo 02.  #p<0,05 diferença significativa em relação 
ao grupo 04. xp<0,05 diferença significativa em relação ao grupo 05. 
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Os resultados do teste referente à segunda (teste 2) e terceira (teste 3) 

exposição ao cilindro giratório são apresentados na figura 21.  

No teste 2 (figura 21-A), os grupos 03 e 06 atingiram o mesmo tempo de 

latência, 180 s, o qual também foi igual ao dos grupos: 02, 04 e controle. Nesta 

etapa o tempo de permanência do grupo 05 sobre o cilindro foi inferior ao dos 

grupos: controle, 03, 04 e 06 (KW = 32,50; p<0,0001. 

A figura 21-B representa o resultados dos grupos experimentais obtidos na 

ultima exposição ao rota-rod, teste 3, na qual o grupo 05 foi o único que não 

conseguiu permanecer por 180 s sobre o cilindro giratório, logo sua latência foi 

inferior a dos grupos: controle, 02, 03, 04 e 06 (KW = 28,37; p<0,0001). 

 

 

 

 

Figura 20: Efeitos do tratamento com MNC sobre os prejuízos na coordenação motora e 
equilíbrio de ratos submetidos à isquemia focal e expostos cronicamente ao EtOH da 
adolescência a fase adulta. Os resultados estão expressos como a média ± e.p.m da latência 
no teste do rota-rod, durante 180 s., de 10 animais por grupo. Teste 1.*p<0,05 diferença 
significativa em relação ao grupo 01. +p<0,05 diferença significativa em relação ao grupo 02.  
#p<0,05 diferença significativa em relação ao grupo 04. xp<0,05 diferença significativa em 
relação ao grupo 05.  
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Figura 21: Efeitos do tratamento com MNC sobre os prejuízos na coordenação motora e equilíbrio de 
ratos submetidos à isquemia focal e expostos cronicamente ao EtOH da adolescência a fase adulta. Os 
resultados estão expressos como a média ± e.p.m da latência no teste do rota-rod, durante 180 s., de 10 
animais por grupo. (A)Teste 2 e (B) Teste 3. *p<0,05 diferença significativa em relação ao grupo 01. 
#p<0,05 diferença significativa em relação ao grupo 04. xp<0,05 diferença significativa em relação ao 
grupo 05. Teste de Kruskal-Wallis. 
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V DISCUSSÃO 
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No modelo experimental em questão, foi investigada a hipótese de que a 

modulação da resposta microglial após a isquemia reduz os danos ocasionados pelo 

AVC em área motora de ratos expostos cronicamente ao EtOH, como possibilidade 

terapêutica foi utilizada a MNC, fármaco que em diversos estudos experimentais 

apresentou capacidade de reduzir a ativação e proliferação microglial, exibindo 

efeitos neuroprotetores e anti-inflamatórios, pós-isquemia e em diversas outras 

doenças neurais (YRJANHEIKKI et al. 1998; YRJANHEIKKI et al. 1999; BLUM et al. 

2004; YONG et al. 2004; DOMERCQ e MATUTE, 2004; STIRLING et al. 2005; 

HEWLETT e CORBETT, 2006; HAYAKAWA et al. 2008; KIM & SUH, 2009).  

Para investigar os efeitos do EtOH isolado ou associado a lesão isquêmica e 

ao tratamento farmacológico, foram utilizados testes neurocomportamentais, que 

avaliaram a locomoção, coordenação, equilíbrio e força motora. Afinal, o SNC é o 

responsável por originar as diferentes formas de comportamento, assim, a análise 

comportamental pode ser considerada a maneira mais elementar para avaliação das 

funções neurais (WHISHAW, HAUN e KOLB, 1999). 

A partir da análise comportamental dos animais expostos ao EtOH e 

submetidos a isquemia, foi possível observar que houve redução na locomoção, a 

qual foi mais intensa nestes, do que nos animais submetidos apenas à isquemia. 

Este fato deve-se ao consumo crônico da droga, haja vista que esta causa prejuízos 

a vassorreatividade cerebral, ocasionando redução do fluxo sanguíneo, que 

associado ao AVC causa aumento da área de infarto, intensificando o dano cerebral 

isquêmico, e consequentemente os danos motores (ENGELHORN et al. 2004 e 

2005; SUN et al. 2008). 

Os animais que consumiram apenas EtOH, não apresentaram redução na 

locomoção, embora a depressão locomotora fosse esperada, uma vez que o período 

de exposição a este neurotóxico foi suficiente para exercer seu efeito depressor 

sobre o SNC (CRABBE, 1983; DUDEK e PHILLIPS, 1990; LINSENBARDT et al. 

2011). Porém, a fase da vida, na qual ocorreu à exposição, pode ser responsável 

pelo resultado obtido, pois de acordo com estudo anterior o consumo prolongado de 

EtOH durante a adolescência não altera a atividade locomotora dos animais na fase 

adulta (STANSFIELD e KIRSTEIN, 2007), isto foi relacionado ao fato de que o 

cérebro adolescente foi capaz de amenizar as mudanças morfológicas induzidas em 

astrócitos e neurônios (EVRARD et al. 2006).  
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Entretanto o EtOH tem sido relacionado a amplificação do dano isquêmico, 

atuando por mecanismos diversos, dentre estes o extresse oxidativo tem se 

destacado (EVRARD et al., 2006). Estudos sugerem que o consumo desta droga 

induz estresse oxidativo por aumentar a produção de ERO’s e diminuir a capacidade 

antioxidante do organismo (MONTOLIU et al. 1994; OMODEO-SALE, GRAMIGNA e 

CAMPANIELLO, 1997; AGAR et al. 1999; SUN et al. 2001; SUN et al. 2006). Devido 

à alta reatividade, as ERO’s provocam danos a lipídeos, DNA e proteínas, levando à 

morte neuronal. Estas espécies também contribuem para a ruptura da BHE e para o 

aumento do edema cerebral (KONDO et al. 1997; GASCHE et al. 2001).  

Outro mecanismo que pode estar associado à potencialização dos efeitos 

nocivos do AVCi pelo EtOH, envolve a excitotoxicidade do Glu. Este aminoácido 

excitatório é liberado em concentrações elevadas no tecido cerebral hipoperfundido. 

Nesta região, o Glu ativa receptores que acarretam influxo massivo de Ca2+ ativando 

um grande número de processos catabólicos que poderão causar morte celular. O 

aumento intracelular de Ca2+ induz ao aumento de Glu extracelular, 

consequentemente propaga a excitoxicidade. A ativação destes receptores, 

principalmente o subtipo NMDA, promove ainda o influxo de Na+, Ca2+ e Cl-, acúmulo 

de água, expansão celular e edema citotóxico. O consumo crônico desta droga 

durante a adolescência faz com que os sistemas neurotransmissores sofram 

mudanças importantes, como por exemplo, regulação positiva dos GluRs e 

regulação negativa dos  receptores GABA (SUN; PATEL e MAYHAN, 2002; JUNG, 

GATCH e SIMPKINS, 2005).  

No intuito de reduzir estes danos, foi realizado o tratamento farmacológico 

dos animais isquemiados com MNC, já que YRJANHEIKKI et al. (1999) 

demonstraram, que em cultura de neurônios tratados com este fármaco, a morte 

celular devido a excitoxicidade do Glu foi significativamente atenuada. Além disso, 

foi demonstrado também que este fármaco foi capaz de inibir a indução da enzima 

conversora de IL-1 (caspase-1), e reduzir a expressão de COX-2, bem como a 

produção de prostaglandina E2 em modelo de isquemia focal em ratos 

(YRJANHEIKKI et al. 1998; YRJANHEIKKI et al. 1999). Em outro estudo este 

fármaco foi capaz de inibir a liberação de citocromo c da mitocôndria, o que reduziu 

a morte celular por apoptose (ZHU et al. 2002). Relata-se também, que a MNC reduz 

a produção de MMP’s e inibe sua ativação (PAEMEN et al. 1996; BRUNDULA et al. 

2002). Embora seus mecanismos de ação ainda estejam sendo elucidados, é 
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tentador especular que ao interferir simultaneamente na cascata inflamatória, 

radicais livres, MMP’s, Glu e outras moléculas, este fármaco exerce efeito 

neuroprotetor, e deste impede o aumento da zona de infarto pós-AVCi. 

O amplo mecanismo de ação diferencia a MNC das propostas terapêuticas 

anteriores (antagonistas de Glu, bloqueadores de canal de Ca2+, agonistas 

GABAérgicos, dentre outras), as quais tinham um único alvo farmacológico, deste 

modo, outros mecanismos prejudiciais permaneciam intactos, e por isso não 

apresentaram efeito neuroprotetor, o qual é observado com o uso do fármaco em 

estudo (WELLS et al. 2003). 

Neste trabalho, a MNC promoveu a melhora na locomoção dos grupos 

tratados (grupo 03 e 06) de maneira similar, sendo os animais expostos ao EtOH ou 

não. Esta melhora pode estar relacionada com a redução da área infartada, uma vez 

que a administração deste fármaco reduz a área de infarto em 50% e a inflamação 

associada, atenuando os déficits funcionais induzidos pelo AVC, através da inibição 

da atividade microglial (LIU et al. 2007). 

Para avaliar a força, coordenação e equilíbrio motor dos animais 

experimentais foram empregados o teste do rota-rod e do plano inclinado. O plano 

inclinado foi escolhido por ser um teste quantitativo, objetivo e suficientemente 

sensível para detectar déficits da função motora em modelos experimentais de AVC 

(YONEMORI et al. 1998). Quando se objetiva avaliar equilíbrio e coordenação 

motora, mais de um teste comportamental sensório-motor deve ser escolhido, para 

que se capture diversos aspectos relacionadas ao foco do estudo (CRABBE, 

WAHLSTEN e DUDEK, 1999). Por este motivo, foi empregado o teste do rota-rod, 

visto ser um teste amplamente utilizado devido sua capacidade em avaliar equilíbrio 

e coordenação motora em roedores (JONES e ROBERTS, 1968; PAZAITI et al. 

2009). Neste teste é observado o aumento da latência (tempo de queda do animal), 

e este parâmetro avalia o progresso no desempenho motor dos animais (BUITRAGO 

et al. 2004).  

No teste do plano inclinado, o grupo exposto ao EtOH (grupo 04) e o 

EtOH/isquemiado (grupo 05) apresentaram ângulo de queda inferior ao obtido pelo 

controle, o mesmo foi observado no grupo isquemiado (grupo 02). Todos esses 

déficits podem ser atribuídos à lesão neuronal que afeta áreas sensório-motoras. A 

área motora cortical de roedores, o córtex anterior dorsal, inclui áreas 

correspondentes ao membro posterior e a pata dianteira que são quase sempre 



70 
 

danificados por isquemia, resultando em perda de força muscular (WAHL et al. 

1992). O tratamento dos animais isquemiados e EtOH/isquemiado (grupo 03 e 06, 

respectivamente) com MNC, foi capaz de reverter o dano motor, possibilitando a 

estes animais atingirem ângulos semelhantes ao controle. Este desempenho 

mantem relação com a redução do edema cerebral (TOMINAGA e OHNISHI, 1989), 

pois como evidenciado em estudos outros estudos, o tratamento de roedores com 

MNC induziu cerca de 65% de diminuição da área de infarto cortical e cerca de 45% 

de dimunição na área de infarto estriatal (YRJANHEIKKI et al., 1998; YRJANHEIKKI 

et al., 1999). Este fármaco também foi capaz de aumentar a neurogênese endógena 

no cérebro adulto após AVC experimental, repercuntindo positivamente no 

desempenho comportamental dos animais (LIU et al., 2007; LAMPL et al., 2007). 

A elevada vulnerabilidade dos neurônios recém-gerados à inflamação pode 

ter implicações negativas para a neurogênese em outras áreas do cérebro (ZHAO et 

al. 2003), como áreas encefálicas relacionadas à organização e ao controle do 

movimento: M1, AMS, APM e motora cingular (HE et al. 1993; KURATA, 1994; 

WISE, 1996). Essas áreas influenciam vias descendentes e interneurônios 

medulares através de suas conexões com o tronco encefálico, núcleos da base e 

cerebelo para possibilitar a ocorrência do movimento (GRILLNER e WALLEN, 1985; 

NAIR et al., 2003). O cerebelo, juntamente com o estriado, é um componente de 

circuitos cortical-subcorticais envolvidos em aspectos distintos do aprendizado e 

controle motor (MIDDLETON e STRICK, 2002).  As alterações inflamatórias nestas 

regiões poderiam suprimir a neurogênese e contribuir para a progressão da doença 

(EKDAHL et al. 2003). Além disso, mais de 80% dos novos neurônios estriatais que 

são gerados a partir da zona subventricular, em ratos pós-AVC, morrem nas 

primeiras semanas (ARVIDSSON  et al. 2002). O bloqueio e /ou inibição da ativação 

micróglial é uma possível estratégia para melhorar a eficácia dos precursores 

neuronais endógenos, em distúrbios neurodegenerativos e no AVC (EKDAHL et al. 

2003). 

Baseado nestas informações, e observando os resultados apresentados no 

teste do rota-rod, na fase adaptação, pelo grupo isquemiado tratado com MNC 

(grupo 03), acredita-se que este fármaco atue positivamente em regiões encefálicas 

relacionadas a aprendizagem motora, como o cerebelo e estriado, amenizando os 

danos difusos decorrentes do AVCi. Nesta etapa dos teste, todos os animais 

expostos ao EtOH (isquemizados ou não), tiveram a aprendizagem motora 
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comprometida, pois a exposição crônica a esta droga provoca alterações estruturais 

em diversas regiões do cérebro, causando deficiência na expressão de proteínas 

relacionadas com funcionamento do citoesqueleto, NF-200 e MAP-2, sinapses e 

ciclo celular, e muitas destas proteínas estão envolvidas na formação e manutenção 

de novos neurônios e conexões sinápticas, eventos que estão criticamente 

envolvidos com a neurogênese, e por conseguinte com o reparo de dano tecidual 

(CARPENTER e CHANDLER, 2007; CREWS et al. 2007.; HARGREAVES et al. 

2009). 

Após a fase de adaptação, os animais foram reexposto três vezes ao aparato, 

e em todas as fases os grupos tratados com MNC (grupos 03 e 06) exibiram 

coordenação motora e equilíbrio similar ao grupo controle, evidenciando a 

capacidade deste fármaco em reverter os déficits motores analisados. Nesta fase, a 

MNC foi capaz de reverter os danos mesmo em presença de EtOH, devido o 

envolvimento de vias diferentes das que estão relacionadas com o aprendizado 

motor. 

Na fase de teste 2 e 3, no rota-rod, todos os grupos permaneceram por 180 s 

sobre o cilindro, exceto o grupo 05 (EtOH/isquêmico), no qual os efeitos deletérios 

do EtOH agravou o dano isquêmico, reduzindo o tempo de permanência destes 

animais sobre o aparato. Crews et al. (2004), sugeriram que o aumento progressivo 

do consumo de EtOH induz alterações nas estruturas do cérebro levando a redução 

do controle comportamental, promovendo o uso abusivo e ainda a 

neurodegeneração. 

Tem sido sugerido que o EtOH pode aumentar a formação de ERO’s através 

da indução do citocromo P-4502E1 (CYP2E1), que é amplamente distribuído no 

cérebro. As ERO’s formadas a partir destes sistemas são uma fonte de estresse 

oxidativo (MONTOLIU et al. 1994; ). Uma correlação entre a indução de CYP2E1, 

aumento da formação de ERO’s e redução das enzimas antioxidantes, foi mostrado 

no cérebro de ratos expostos cronicamente ao EtOH (MONTOLIU et al. 1994; 

ROUACH et al. 1997; YANG e CEDERBAUM, 1997; BAILEY et al. 2001). Portanto, 

considerando o fato de que o dano oxidativo é um importante mecanismo pelo qual o 

EtOH agrava o dano isquêmico, foi explorada a possibilidade de que a MNC poderia 

proteger os novos neurônios, bem como aumentar a neurogênese endógena no 

cérebro adulto após AVC experimental (EVRARD et al. 2006; LIU et al. 2007), e com 
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isto favorecer a melhora dos animais isquemiados, mesmo quando expostos 

cronicamente ao EtOH, desta forma melhorando os indicadores comportamentais. 
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VI CONCLUSÃO 
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Os resultados obtidos demonstraram que: 

 Todos os animais submetidos à lesão isquêmica focal apresentaram 

déficits na função motora. Entretanto, em presença do EtOH, estes 

efeitos foram exarcebados no testes do campo aberto e do rota-rod; 

 

 

 A presença de EtOH não exarcebou os danos associados a força 

muscular e equilíbrio motor, avaliados no teste do plano inclinado; 

 

 Nas condições do presente estudo, a MNC foi capaz de reverter os 

déficits motores induzidos por isquemia cerebral focal em ratos 

expostos cronicamente ao EtOH, de forma semelhante ao observado 

em ratos isquemizados, não expostos ao neurotóxico. 

 

O conjunto de resultados apresentados neste estudo evidenciam a 

necessidade de estudos complementares que possam investigar as vias pelas quais 

a MNC minimiza/reverte os danos do AVC, mesmo em presença de EtOH. Em 

estudos posteriores é importante levar em consideração a hipótese de que a este 

fármaco exerça influências positivas sobre a neurogênese endógena, o que parece 

ser relevante no processo de recuperação motora. Assim, torna-se necessário a 

ultilização de métodos bioquímicos e imunoistoquímicos que possam explicar essas 

respostas comportamentais encontradas e possíveis mecanismos de dano. Além 

disso, estudos futuros, utilizando tempos de sobrevida mais longos após bloqueio 

micróglial, são necessários para verificar se os efeitos encontrados são duradouros. 
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