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RESUMO 

 

LIMA, N.M. R. EFEITO PROTETOR DA BOLDINA NO DANO NEURONAL, DÉFICIT 

DE MEMÓRIA E RESPOSTA INFLAMATÓRIA EM CAMUNDONGOS SUBMETIDOS 

À ISQUEMIA CEREBRAL FOCAL PERMANENTE. DEFESA DA DISSERTAÇÃO, PÓS-

GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS MÉDICAS, UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARÁ.  

O Acidente Vascular Encefálico (AVE) é a terceira maior causa de mortalidade e a primeira 

causa de incapacidade física em todo o mundo. O processo isquêmico ocasiona depleção de 

oxigênio e glicose, levando a uma cascata de eventos, incluindo, inflamação, apoptose e 

estresse oxidativo. Substâncias com propriedade anti-inflamatória e antioxidante vêm sendo 

consideradas como uma nova abordagem terapêutica para o tratamento farmacológico das 

doenças cerebrovasculares, em especial, o AVE. A boldina é um alcaloide do grupo da 

aporfina, encontrado nas folhas e casca do Peumus boldus Molina, e tem propriedades anti-

inflamatórias e anti-oxidantes. O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito neuroprotetor 

da boldina na neuroinflamação e déficit de memória induzidas pela oclusão permanente da 

artéria cerebral média (pMCAO) em camundongos. Trinta minutos antes da pMCAO e 

durante cinco dias após, os animais receberam veículo (solução de HCl 0,025M) ou boldina 

(8, 16 e 25 mg / kg, ip). A quantificação da área de infarto cerebral, escores neurológicos e 

atividade da mieloperoxidase (MPO) foram avaliados 24 horas após a pMCAO. Atividade 

locomotora, memória de trabalho e memória aversiva foram avaliados 72 horas após a 

pMCAO. A memória episódica e espacial foram avaliadas 96 e 120 horas após a pMCAO 

respectivamente. Foi realizada a coloração de cresil violeta e Fluoro Jade C 120h após a 

isquêmia para visualizar a viabilidade neuronal. Finalmente, 120h após a isquemia foi feito 

imunohistoquímica para GFAP (proteína ácida glial fibrilar) com objetivo de avaliar a 

atividade astrocitária, TNF-α e iNOS como marcadores inflamatórios.  O tratamento com 

boldina (25mg/kg) reduziu, significativamente, a área de infarto e melhorou os escores na 

avaliação neurológica 24h após o insulto isquêmico. O TTC indicou que a percentagem média 

de volumes de infarto foi de 8% em hemisférios de camundongos tratados com veículo 

submetidos à pMCAO. Quando os camundongos foram tratados com boldina (25mg/kg), 

ocorreu uma diminuição significativa do volume de infarto para 3%. O tratamento com a 

boldina atenuou a morte celular no córtex e estriado de camundongos 120 horas após à 

pMCAO avaliados pela coloração de Cresil violeta e fluoro-jade C. A pMCAO não alterou a 

atividade exploratória horizontal dos animais, mas diminuiu a atividade exploratória vertical.  

A boldina na dose de 25mg/kg diminuiu esse déficit motor nos animais isquemiados. A 

boldina diminuiu déficits de memória aversiva, espacial, episódica e de trabalho. Além disso, 

a pMCAO promoveu aumento da atividade da mieloperoxidase (MPO), sendo o tratamento 

com a boldina capaz de impedir o aumento da atividade no córtex. Além disso, as análises de 

imunohistoquímica mostraram que a expressão de TNF-α e de iNOS, que estão relacionadas 

com o processo inflamatório, aumentaram após o insulto isquêmico e que a boldina preveniu 

o aumento dessa expressão. Em relação a atividade astrocitária, a pMCAO mostrou um 

aumento da imunoreatividade do GFAP, e o tratamento com a  boldina preveniu esse 

aumento. Estes resultados sugerem que o efeito neuroprotetor da boldina pode estar 

relacionado, pelo menos em parte, às suas propriedades anti-inflamatórias; porém, outros 

mecanismos, como a sua propriedade antioxidante não pode ser descartada. 

Palavras-chave: Boldina, inflamação, isquemia cerebral focal, memória, neuroproteção. 
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ABSTRACT 

LIMA, N.M.R. PROTECTIVE EFFECT OF NEURONAL DAMAGE IN BOLDINE, 

MEMORY DEFICIT AND INFLAMATORY RESPONSE IN MICE SUBMITTED TO 

PERMANENT FOCAL CEREBRAL ISCHEMIA. DEFENSE OF THE THESIS. POST 

GRADUATE IN MEDICAL SCIENCES, FEDERAL UNIVERSITY OF CEARÁ. 

Stroke is the second largest cause of death and the leading cause of disability worldwide. The 

ischemic process causes oxygen and glucose depletion and leads to a cascade of events 

including inflammation, apoptosis and oxidative stress. Substances having anti-inflammatory 

and antioxidant properties are being considered a new therapeutic approach for the 

pharmacological treatment of cerebrovascular diseases, in particular the stroke. Boldine is an 

alkaloid of the aporphine group found in the leaves and bark of Peumus boldus, with anti-

inflammatory and anti-oxidants properties. The objective of this study was to investigate the 

neuroprotective effect of boldine in neuroinflammation and memory deficits induced by 

permanent middle cerebral artery occlusion (pMCAO) in mice. Thirty minutes before and for 

5 days after pMCAO, animals received vehicle (0,025M HCl solution) or boldine (8, 16 and 

25 mg / kg, ip). The quantification of cerebral infarction area, neurological scores and 

myeloperoxidase activity (MPO) were assessed 24 hours after pMCAO. Locomotor activity, 

working memory and aversive memory were assessed 72 hours after pMCAO. Episodic 

memory was assessed 96 hours after pMCAO and spatial memory was assessed 120 hours 

after pMCAO. Cresyl violet and Fluoro Jade C staining was performed 120h after pMCAO to 

display neuronal viability was carried out. Immunohistochemistry were made for GFAP (glial 

fibrillary Acid Protein), TNF-α and iNOS as inflammatory markers. Treatment with boldine 

(25mg / kg) significantly reduced infarct size and improved scores on neurological evaluation 

24 hours after the ischemic insult. O TTC showed that the mean percentage of infarct volume 

was 8% in mice treated with vehicle hemispheres undergoing pMCAO. When mice were 

treated with boldine (25mg / kg), a significant decrease in the infarct volume to 3%. It was 

found also observed this treatment with boldine attenuated cell death in the cortex and 

striatum of mice 120 hours after the pMCAO evaluated by staining Cresil violet and Fluoro-

Jade C. Ischemic injury did not alter the horizontal exploratory activity of the animals, but 

decreased the vertical exploration activity. Boldine at a dose of 25 mg / kg decreased this 

motor deficits in ischemic animals. Boldine also decreased deficits of aversive memory, 

spatial, episodic and working. Furthermore, pMCAO promoted increases in myeloperoxidase 

activity (MPO), treatment with boldine was able to reduce the increase MPO activity in the 

cortex. Furthermore, immunohistochemical analysis showed that TNF-α expression and 

iNOS, that are related to inflammation, increased after the ischemic insult and boldine reduces 

the increase of the expression. The pMCAO showed an increase in the immunoreactivity of 

GFAP, and treatment with boldine reduced this increase of activity. These results suggest that 

the neuroprotective effect of boldine may be related, at least in part, to its anti-inflammatory 

properties, however, other mechanisms, such as its antioxidant property cannot be ruled out.  

 

Keywords: Boldine, inflammation, focal cerebral ischemia, memory, neuroprotection. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Acidente Vascular Encefálico 

 

1.1.1. Definição, Classificação e Conceito de Core e Penumbra 

 

 O acidente Vascular Encefálico (AVE) é caracterizado por um déficit neurológico 

súbito, ocasionado por processos isquêmicos ou hemorrágicos no sistema nervoso central 

(SNC). O acidente Vascular Encefálico Isquêmico acontece em 85% dos casos. É causado por 

oclusão vascular cerebral localizada, principalmente por aterosclerose, que leva a uma 

interrupção do fluxo sanguíneo e consequente redução do fornecimento de oxigênio e glicose 

a sítios cerebrais atingidos, quando a causa é hemorrágica denomina-se Acidente Vascular 

Encefálico Hemorrágico, o acometido apresenta hemorragia intraparenquimatosa (10%) ou 

uma hemorragia subaracnóidea (5%), devido a um rompimento do endotélio vascular (EUSI, 

2003; WOODRUFF et al., 2011; WHO, 2015) 

A aterosclerose de pequenas e grandes artérias cerebrais é responsável pela maioria dos 

acidentes vasculares encefálicos isquêmico. A aterosclerose, além de causar processos 

obstrutivos, também podem predispor ao rompimento da artéria acometida. Entretanto, cerca 

de 20% dos acidentes vasculares encefálicos são devidos a êmbolos cardiogênicos, mais 

comumente associados à fibrilação atrial (DONNAN, 2008). Ainda, cerca de 30% dos 

acidentes vasculares encefálicos permanecem idiopáticos (ALBERS, 2008). 

 A terapêutica no AVEI visa fundamentalmente conter essa cascata de eventos 

(depleção de oxigênio e ATP, excesso de cálcio e glutamato, inflamação, estresse oxidativo e 

peroxidação lipídica) que leva, em última análise, à morte celular. Sabe-se que na fase aguda 

do AVEi existe uma área central de isquemia (core) e, ao redor desta, uma área 

funcionalmente prejudicada que está estruturalmente intacta (área de penumbra) e que 

mantém características condizentes com disfunção, pode não resultar em morte celular, sendo 

alvo da terapia trombolítica (MAULAZ et al.,2005) (Figura 01). 
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Figura 01. Imagem representativa da área de core e penumbra (Adaptado de Coultrap,  et al., 

2011). 

 

 A penumbra é definida como um tecido com hipoperfusão que envolve o núcleo 

isquêmico no qual o fluxo sanguíneo é muito baixo para manter a atividade elétrica, mas 

suficientes para preservar canais iônicos. No entanto, esta zona é submetida a uma onda de 

processos metabólicos deletérios propagados a partir do núcleo para o tecido vizinho, 

incluindo falha energética, elevação dos níveis de cálcio intracelular, excitotoxicidade, 

estresse oxidativo, disfunção da barreira hematoencefálica, resposta inflamatória e apoptose 

(DURUKAN, TATLISUMAK, 2007), que conduzirá à expansão do núcleo isquêmico e o 

posterior agravamento clínico. A lesão na penumbra é reversível, e é essa a região alvo das 

inúmeras pesquisas (LIPTON, 1999). 

1.1.2 Dados epidemiológicos 

 De acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS), o AVE, mais conhecido 

como derrame, é atualmente a terceira principal causa de óbitos no mundo e a principal causa 

de morte no Brasil (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2008). Um mal que causa a 

morte de 100.000 brasileiros por ano, com números de óbitos maiores que a dengue, a AIDS e 

até mesmo o câncer de mama. O Brasil, nos últimos 20 anos vem mudando o seu perfil de 

morbimortalidade, com as doenças crônicas não transmissíveis liderando as principais causas 

de morte. O AVE está entre as mais importantes doenças crônicas, e é uma das principais 

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

deficiência, seja parcial ou completa(WHO, 2006). Com base nas informações do DATASUS, 

de 2005 a 2009 registraram-se no Brasil cerca de 170.000 internações por AVE/ano, com um 



20 
 

percentual de óbitos em torno de 17%. Em 2009, o AVE representou 1,5% das 11.509.485 

internações hospitalares registradas no Sistema Único de Saúde (SUS). As estimativas 

indicam que 18 milhões de novos casos de AVE surgirão em 2015 e em 2030, esse quadro se 

apresentará com 23 milhões de novas ocorrências. Vinte mil novos casos de AVE são 

registrados todos os anos no Ceará. Desses, 6 mil morrem e outros 6 mil ficam severamente 

incapacitados (DE CARVALHO et al., 2011). 

O tratamento na primeira hora faz toda a diferença na recuperação dos pacientes. A cada 

seis segundos uma pessoa morre em decorrência de AVE no mundo. Quando o paciente 

sobrevive a um AVE, sofre com sequelas que, em muitos casos,  incapacitam-no, limitando-o 

a atividade profissional e até ao convívio social (WHO, 2015).  

1.1.3 Fatores de riscos, diagnóstico e tratamento para o AVE. 

Os principais fatores de riscos do AVE são hipertensão arterial sistêmica, dislipidemias, 

sedentarismo, tabagismo, obesidade, diabetes mellitus, idade avançada, hereditariedade, 

coronariopatia, fibrilação atrial, estenose de carótidas (SUG YOON, 2001 e  2002; ZHENG, 

2014). O diagnóstico do AVE baseia-se na avaliação neurológica. Geralmente, as vítimas 

podem apresentar sinais clínicos como déficits motores, alterações na marcha, na fala, nos 

músculos da face e déficits de memória. Em casos mais graves, o indivíduo pode apresentar 

convulsão. Entretanto, a tomografia computadorizada (TC) do crânio é o exame diferencial 

para o desfecho de diagnóstico (PERSSON et al., 2014). 

 Atualmente, a intervenção terapêutica no AVE isquêmico fundamenta-se na aplicação 

de agentes antiplaquetários, anticoagulantes e trombolíticos, bem como, procedimento 

cirúrgico.  A administração de um trombolítico, permite a desobstrução da artéria, esse, 

dissolve o coágulo e libera o fluxo sanguíneo para a área cerebral isquêmica. Esse tratamento 

deve ser aplicado em até 4 horas e 30 minutos do início dos sintomas. Isso minimiza as 

sequelas, ajuda na recuperação do paciente e reduz a taxa de mortalidade. O único agente 

trombolítico utilizado na terapia do AVE pode-se destacar o ativador de plasminogênio 

tecidual recombinante (rtPA) (HACKE et al., 2008).  A trombólise endovenosa com rtPA 

para pacientes com AVE isquêmico agudo é um tratamento com eficácia demonstrada em 

diversos ensaios clínicos e amplamente recomendado( HACKE et al., 2008). Estudos 

realizados em vários países como Estados Unidos, Canadá e Europa demonstraram que 

somente 2 a 5% dos pacientes são candidatos para o tratamento com o rtPA (CHAPMAN et 
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al., 2000). No Brasil esse número é ainda menor, como mostrou DE Carvalho e 

colaboradores, (2011), que apenas 1,1% dos pacientes com AVE isquêmico agudo na cidade 

de Fortaleza receberam a terapia trombolítica.  

O fator fundamental para um bom resultado terapêutico no AVE é o tempo. Quanto 

menor o tempo entre o surgimento dos sinais clínicos e o tratamento, maiores as chances de 

recuperação do acometido. As sequelas resultantes do AVE envolvem alterações motoras e 

sensitivas, déficits nas funções cognitivas, visuais, emocionais, desequilíbrio alimentar e 

alteração da fala. (HOSSMANN, 1998). 

1.2. Fisiopatologia do AVE isquêmico 

O Fluxo Sanguíneo Cerebral (FSC) no adulto gira em torno de 50 mL/100 mg de tecido 

cerebral/min (SMITH, 2004). No AVEI, esse fluxo sanguíneo é interrompido ou reduzido por 

processos ateroscleróticos ou tromboembólicos. Quando esse fluxo é reduzido (20 a 30%) 

abaixo do normal, inicia-se a cascata fisiopatológica isquêmica (Figura 02) (OHTAKI et al., 

2005). 

Os principais aspectos fisiopatológicos envolvidos no AVE envolvem: falência na 

produção de ATP, acidose láctica devido ativação da via anaeróbica e consequente produção 

de ácido láctico, excitotoxicidade glutamatérgica, recorrentes despolarizações, estresse 

oxidativo, inflamação e apoptose. Essa cascata culmina na morte de células neurais, gerando 

infarto cerebral (MAJID, 2014). A interrupção do fluxo sanguíneo poderá determinar os mais 

variados graus de lesão celular. Esta lesão vai depender do tempo, da intensidade, da 

velocidade de instalação, do órgão afetado e da temperatura a que o tecido está submetido 

(LIMA, 2008). 
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Figura 02. Aspectos fisiopatológicos da isquemia cerebral, seguida de reperfusão. ATP( 

trifosfato de adenosina), Na
+
/K

+ 
(íons sódio e potássio), Ca

++
( cálcio iônico), ON(óxido 

nítrico)(Adaptada de WAHLGREN E AHMED, 2004). 

1.2.1 Depleção de oxigênio e ATP 

 

 O metabolismo energético normal no cérebro tem algumas características especiais, 

que incluem uma alta taxa metabólica, estoques de carboidratos limitados, e uma alta 

dependência do metabolismo aeróbico a partir da glicose. Por essa razão, o cérebro é um 

órgão muito vulnerável a lesões por hipóxia e pela depleção de glicose. Além disso, o cérebro 

possui uma capacidade limitada de reparo, fazendo com que mudanças mínimas no 
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fornecimento de oxigênio e de glicose a esse órgão possam provocar danos irreversíveis 

(LIPTON, 1999). 

A partir da depleção de oxigênio (O2) e glicose, há falência da fosforilação oxidativa 

mitocondrial. Esse evento reduz a produção de adenosina trifosfato (ATP), o que induz a 

célula a iniciar respiração anaeróbica e, assim, a produção de lactato, levando ao 

desenvolvimento de acidose nos neurônios (LIMA, 2008). Simultaneamente, a depleção de 

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

+
 ), o que resulta em despolarização 

da membrana plasmática dos neurônios e de células da glia, rápida perda de potássio (K
+
 ) 

para o meio extracelular e influxo acentuado sódio (Na
+
 ), água (H2O), cálcio (Ca

++
) e cloreto 

(Cl
-
 ) intracelular, induzindo ao edema citotóxico (TARDINI e YOSHIDA, 2003; OHTAKI et 

al., 2005). 

Ainda, a falência da bomba Na
+
/K

+
 aumenta a produção do radical superóxido (O2⁻) e 

outros radicais, como, hidroxila (OH⁻) e o peroxido de oxigênio (H2O2) pelo metabolismo da 

xantina. Os eventos seguintes, como excitotoxicidade por glutamato, aumento do Ca
++

 

intracelular, produção de espécies reativas de oxigênio (EROS) e mediadores inflamatórios 

contribuirão para o seguimento da fisiopatologia  do AVE (MIGUEL et al., 2012). 

1.2.2 Influxo do cálcio (Ca
++

) 

As concentrações de Ca
++

 no meio extracelular são maiores do que no meio intracelular. 

No citosol, a maior parte do Ca
++

 está armazenado nas mitocôndrias e retículo 

endoplasmático. A depleção dos níveis de ATP ocorridos num estado isquêmico causa um 

prejuízo funcional da bomba de Ca
++

ATPase, promovendo o influxo exacerbado de Ca
++

 no 

citosol a partir da membrana plasmática, associada a liberação do cálcio presente nas 

mitocôndrias e retículo endoplasmático (DOYLE et al., 2008). 

O Ca
++

citosólico promove a ativação de enzimas, como: proteases, lipases e DNAses 

dependentes de cálcio. A ativação dessas enzimas altera a função celular, desestabiliza a 

estrutura da membrana plasmática e do citoesqueleto, aumenta a lipólise pelo metabolismo de 

ácidos graxos livres, induz a produção de radicais superóxido durante a reperfusão e, por fim, 

levam a morte celular. Qualquer intervenção que atenue o aumento de Ca
++

citosólico reduz a 

disfunção e morte celular (WHITE et al., 2000; GILGUN-SHERKI et al., 2002). Em modelos 

de isquêmica cerebral experimental pela oclusão permanente da artéria cerebral média 
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(pMCAO), as concentração de Ca
++

 total na região do core da lesão mostrou-se superior a 

concentração observada na área de penumbra (KIM et al., 1998).  

1.2.3 Excitotoxicidade glutamatérgica 

Neurônios glutamatérgicos perfazem cerca de 80% da população total de neurônios do 

córtex cerebral de modo que o referido aminoácido deve possuir um papel importante na 

fisiologia do SNC (SOMOGYI, 1998). Concomitante ao aumento citosólico de Ca
++

, um 

desequilíbrio na liberação e receptação glutamatérgica aumentam o processo de 

neurotoxicidade (DIRNAGL et al., 1999). Em sinapses glutamatérgicas, o glutamato, como o 

principal aminoácido excitatório, é liberado no espaço extracelular, onde vai ativar receptores 

do tipo NMDA, AMPA e receptores metabotrópicos nos neurônios pós-sinápticos, levando ao 

influxo intracelular dos níveis de Ca
++

, Na
+
 e Cl⁻. Após a ativação desses receptores, eles são 

capturados por células da glia, normalizando assim as suas concentrações no meio 

extracelular (ALLEN et al., 2004).  

Na isquemia, a lesão neuronal mediada por receptores de glutamato ocorre em dois 

padrões: excitotoxicidade rápida, induzida pela intensa estimulação de um amplo número de 

receptores do tipo NMDA e lentamente, induzida pela prolongada estimulação de receptores 

AMPA e Kainato (CHOI, 1992). Quando os níveis de glutamato atingem valores elevados, 

neurônios respondem a esse neurotransmissor em duas etapas: primeiramente, após alguns 

minutos de exposição, eles despolarizam-se, na dependência da presença de Na
+
 e Cl

-
, 

refletindo o influxo de Na
+
, acompanhado passivamente pelo influxo de Cl

-
 e água, resultando 

no aumento do volume celular, porém não sendo um evento letal, pois a maioria das células 

recupera seu volume homeostático e sobrevive; secundariamente, após algumas horas de 

exposição, a neurotoxicidade do glutamato leva a desintegração neuronal tardia, mediada pelo 

influxo excessivo de Ca
++

. (CHOI, 1992). Esses eventos culminam num processo conhecido 

como excitotoxicidade glutamatérgica, levando a indução da apoptose ou necrose neuronal 

(DIRNAGL et al., 1999).  

1.2.4 Inflamação e isquemia cerebral 

 A inflamação é um mecanismo de defesa e reparo que ocorre em resposta a lesão 

tecidual. O trauma mecânico à barreira hemato-encefálica (BHE) provoca aumento de sua 

permeabilidade e extravasamento de proteínas plasmáticas para o interior do parênquima 

medular e atração de células inflamatórias para o local da lesão (MAUTES et al., 2000). O 
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processo inflamatório participa da cascata isquêmica a partir da gênese de EROS que são 

produzidos primariamente nos processos de proteólise, lipólise, danos ao DNA e morte 

neuronal (Figura 03). As células da micróglia e os astrócitos, juntamente com as células 

sanguíneas do sistema imunológico são ativadas, produzindo mediadores inflamatórios. Estes, 

incluem: moléculas de adesão endotelial, citocinas e quimioquinas (BROUNS, DEYN, 2009). 

 

Figura 03- Resposta inflamatória após isquemia cerebral focal (adaptada de BROUNS, 

DEYN, 2009). 

 

As células da micróglia são macrófagos residentes do SNC. Atuam como células 

apresentadoras de antígenos, secretam citocinas, bem como, ajudam na eliminação de restos 

celulares. (MORIOKA et al., 1993). Estas células constituem aproximadamente 5-10% de 

todas as células do cérebro (KREUTZBERG, 1996). São ativadas em condições de infecções, 

trauma, isquemia e neurodegeneração (EL KHOURY, 1998). A micróglia ativa sofre uma 

transformação morfológica. A sua forma ramificada “estado de repouso” passa para uma 

forma ameboide, estado, onde essas células se tornam virtualmente indistinguível de 

macrófagos circulantes (KREUTZBERG, 1996). A ativação do receptor toll-like4 (TRL4) 
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tem sido documentado como um dos mecanismos envolvidos na ativação microglial em 

infarto cerebral (SAITO, 2000). 

Já os astrócitos, são as células da glia que garantem a integridade das sinapses, 

impedindo a propagação desordenada da comunicação neural. Os astrócitos contêm a proteína 

ácida fibrilar glial (GFAP) (HOL e PEKNY, 2015). Durante a isquemia cerebral, os astrócitos 

tanto do core, quanto da penumbra, são ativados. Esse evento é denominado astrogliose 

reativa com significativa expressão de GFAP (LI et al, 2012). Quando ativados, os astrócitos 

estimulam a liberação de citocinas pró-inflamatórias como a interleucina-1 (IL-1) e o fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-α) que recrutam mais células inflamatórias para o local da lesão 

(WANG et al., 2004). Essas citocinas atuam por quimiotaxia e, promovem aumento na 

expressão de moléculas de adesão na superfície endotelial (CARLSON et al., 1998). Vários 

estudos relacionados à neuroinflamação após isquemia cerebral experimental em animais têm 

demonstrado astrogliose reativa pelo aumento significativo de expressões de GFAP (HUANG 

et al., 2015; SONG et al., 2015). Yang et al. (2011), demonstraram que terapias anti-

inflamatórias diminuíram significativamente a  expressão de GFAP em animais isquemiados. 

Na zona de isquemia, receptores de adesão celular são ativados e neutrófilos migram 

através da parede dos vasos sanguíneos, invadem o parênquima e liberam mediadores 

inflamatórios citotóxicos, iNOS e EROS (OHTAKI et al., 2005). Os mediadores inflamatórios 

mais importantes desses leucócitos são as enzimas lisossômicas, presentes em grânulos, como 

a mieloperoxidase (MPO) (WANG et al., 2015), além de metabólitos ativos derivados do 

oxigênio e produtos do metabolismo do ácido araquidônico, incluindo as prostaglandinas e 

leucotrienos. Esses produtos são potentes em promover a lesão endotelial e tecidual e 

aumentam os efeitos do estímulo inflamatório inicial (KAWABORI et al., 2015).  

O aumento da atividade de MPO tem sido estabelecido como parâmetro indicativo de 

infiltração leucocitária em processos isquêmicos (SHI et al., 2014) e terapias anti-

inflamatórias tem demonstrado reduzir significativamente a atividade de MPO em animais 

submetidos a isquemia cerebral experimental (WANG et al., 2015; LIU et al., 2014).TNF-α e 

iNOS são mediadores inflamatórios que estão presentes na cascata fisiopatológica do dano 

cerebral (BLANCO et al., 2004). Gaire et al. (2015) mostraram o aumento da expressão de 

TNF-α e iNOS em cérebro de animais isquemiados e a redução dessa expressão quando 

submetidos a terapia anti-inflamatória. A lesão cerebral isquêmica é multidimensional e 

oferece uma ampla gama de alvos para a intervenção neuroprotetora (OHTAKI et al., 2005). 
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Desta forma, estudos que visam a compreensão do mecanismo da inflamação e da ação anti-

inflamatória de novas moléculas são de suma importância para estabelecer alvos terapêuticos 

contra a lesão isquêmica após AVE (GAIRE et al., 2015). 

1.2.5 Estresse oxidativo na isquemia cerebral 

O estresse oxidativo e nitrosativo são processos que contribuem para a lesão 

isquêmica. Eles ocorrem quando a produção de radicais livres sobrepõem as defesas 

antioxidantes endógenas. Várias evidências têm mostrado que o oxigênio reativo e nitrogênio 

são importantes mediadores da lesão tecidual após AVE isquêmico (CHEN, 2001; KELLY et 

al, 2008). O cérebro é particularmente vulnerável à lesão mediada por radicais livres devido 

às suas defesas antioxidantes reduzidas (COYLE ; PUTTFARCKEN, 1993; ADIBHATLA ; 

HATCHER, 2010).           

A isquemia cerebral gera o radical superóxido (O2
•
), produzido pela mitocôndria, que é 

uma grande fonte de espécies reativas de oxigénio (EROS) produzidas durante os processos 

de transporte de elétrons e fosforilação oxidativa. O anion superóxido (O2•) é o radical 

primário a partir do qual o peróxido de hidrogénio (H2O2) é formado, sendo o H2O2 a fonte do 

radical hidroxila (OH
•
) (BECKMAN ; KOPPENOL, 1996). 

A acumulação excessiva de EROS provoca a destruição das moléculas celulares e 

participa em mecanismos de sinalização que resultam na morte celular por apoptose 

(HALLIWELL, 1994; SUGAWARA e CHEN, 2003). O óxido Nitrico (NO) e produtos de 

oxidação relacionados também são importantes na excitotoxicidade. A isquemia ativa a 

enzima óxido nítrico sintase (NOS) e aumenta a produção de NO, o qual combina com O2 

para produzir peroxinitrito, um oxidante altamente tóxico (BECKMAN ; KOPPENOL, 1996; 

IADECOLA, 1997). 

O grande influxo do Ca
++

, que ocorre na fisiopatologia do processo isquêmico, ativa a 

calpaína, uma protease que quebra uma ponte peptídica da enzima xantina desidrogenase 

(XD). Essa ação, produz a enzima xantina oxidase (OX). O O2 juntamente com OX, converte 

a hipoxantina em xantina. Na reperfusão, o excesso de O2, causa hiperprodução de xantina. 

Esta é oxidada em ácido úrico, formando como subproduto, mais O2
-
, H2O2 e OH

-
(SILVA Jr. 

et al., 2002). O NO também está presente nas lesões de isquemia-reperfusão pós-AVE. O NO 

reage com O2
-, 

originando um radical livre altamente reativo, o peroxinitrito (ONOO-) 
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(CAMPOS e YOSHIDA, 2004). O estresse causado por radicais livres do óxido nítrico (NO) 

é chamado de estresse nitrosativo (ALLEN ; BAYRAKTUTAN, 2009). 

O estresse oxidativo pode causar danos celulares, como desestruturação do 

citoesqueleto, peroxidação lipídica, lesão nas proteínas, no DNA e RNA (WARNER et al., 

2004), predispondo a morte celular por apoptose ou necrose (KUNZ et al., 2010). O estresse 

oxidativo está presente na fisiopatologia de várias doenças, tais como, doenças 

neurodegenerativas, doenças cardíacas, aterosclerose, câncer, diabetes, entre outras 

(TAYLOR et al., 2013). Na isquemia cerebral, o estresse oxidativo desempenha um papel 

crucial na sua fisiopatologia pela grande susceptibilidade do cérebro ao estresse, devido a alta 

taxa de metabolismo de O2, grande quantidades de ácidos graxos insaturados, altas reservas de 

ferro e sistema antioxidante ineficiente (ALLEN ; BAYRAKTUTAN, 2009). 

Para combater os radicais livres o organismo produz uma série de enzimas 

antioxidantes. Por exemplo, a glutationa peroxidase (GSHPX) que converte H2O2 em H2O; a 

superóxido dismutase (SOD), que está presente no citosol, na mitocôndria e no meio 

extracelular, produz H2O2 através de uma reação de dismutação a partir do O2
–
; e a catalase, 

que tem como principal função eliminar peróxido formado no peroxissoma, diminuindo o 

risco da formação de radical hidroxil. Além dos antioxidantes endógenos, o corpo pode se 

beneficiar de antioxidantes provindos da dieta, como a vitamina C e E (CHAN, 1996). 

 

1.2.6. Morte Celular na Isquemia Cerebral 

 

Quando as lesões isquêmicas se tornam irreversíveis, as células atingidas são induzidas 

à morte. Coexistem dois tipos de morte celular após a isquemia: necrose e apoptose 

(DEVARAJAN, 2006). A necrose é caracterizada por edema citoplasmático, destruição de 

organelas, perda da integridade da membrana celular e liberação de conteúdos celulares para o 

meio extracelular, através de uma forma passiva de energia, “independente de mecanismos de 

regulação” que comumente estão presentes na apoptose (JOUAN-LANHOUET et al., 2014). 

 

A apoptose é um processo ordenado de morte celular (LI et al., 2013) e está presente em 

várias condições fisiológicas e patológicas, como na isquemia, trauma cerebral e outras 

doenças neurodegenerativas (FRIEDLANDER, 2003). É estimulada por várias vias de 

sinalização, que podem ser classificadas como vias intrínsecas e extrínsecas. Existem 
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receptores de membrana celular que quando ativados, sinalizam a ação de proteases, 

denominadas caspases (NAGATA ; GOLSTEIN, 1995).  

 

O mecanismo desencadeante da apoptose é a ativação das caspases, constituído de 

caspases iniciadoras e caspases efetoras. Ambas as vias (intrínsecas e extrínsecas) induzem a 

ativação das caspases. A partir de sinais específicos e indutivos de morte celular, as caspases 

iniciadoras (8 e 9) ativam as caspases efetoras (3, 6, e 7) (LI et al., 2013). As alterações 

celulares presentes na apoptose, incluem, fragmentação do DNA, condensação da cromatina e 

desarranjo dos micro túbulos. Esses processos contribuem para a fragmentação celular, 

induzindo a formação do que se conhece por “corpos apoptóticos”. Esses corpos são envoltos 

por membrana celular, contendo no seu interior, citoplasma e massas negras de cromatina. 

Essas estruturas são removidas do parênquima por fagocitose. No entanto, não estimulam 

resposta inflamatória. A necrose, por sua vez, estimula a produção de mediadores 

inflamatórios e consequente  quimiotaxia (LI et al., 2013). 

  

 No processo de isquemia e reperfusão cerebral, a apoptose é induzida, principalmente, 

pela ativação de receptores da família TNF ou Fas (First apoptosis signal), os quais expõem 

uma proteína de domínio da morte (p. ex. FADD) que se liga à pró-caspase 8 ativando-a. Uma 

das vias subsequentes é a clivagem da pró-caspase 3 em caspase 3 ativada, que ativa proteases 

que causam lesão ao DNA (p. ex. CAD) e morte celular. A caspase-8 ativada também é capaz 

de ativar uma das proteínas da família Bcl-2, a Bid, que aumenta a permeabilidade 

mitocondrial e a liberação de citocromo c, iniciando a via mitocondrial de apoptose (Figura 

4). A citocromo c é uma proteína que participa da cadeia respiratória mitocondrial, porém 

quando presente no citosol interage com proteínas ativadoras de proteases apoptóticas (p. ex. 

Apaf). Esta interação forma um apoptossomo que ativa a caspase-9, a qual cliva caspase-3 

seguindo a apoptose (SUGAWARA et al., 2004;  KUNZ et al., 2010). 

 A isquemia cerebral desencadeia a ativação de diferentes vias intracelulares, dentre 

elas a das proteínas quinase ativadas por mitógeno (Mitogen Activated Protein Kinases - 

MAPK). Essas proteínas regulam os processos de diferenciação, proliferação e sobrevivência 

celular (LENNMYR et al., 2002) ou apoptose (LI et al., 2013).Os três maiores subgrupos de 

MAPKs são: quinase regulada por sinal extracelular (ERK), quinase cjun-NH2-terminal 

(JNK) e p38 (LENNMYR et al., 2002). A ativação das proteínas quinases ocorre por 

fosforilação (MORRISON ; DAVIS, 2003) em uma cascata de ativação sequencial, iniciada 
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por MAPKKK seguida de ativação das MAPKK em resíduos de serina e treonina. As 

MAPKK, por sua vez, reconhecem e catalisam a fosforilação num motivo treonina-X-tirosina 

(ThrX-Tyr) na alça de ativação das MAPK, onde X corresponde a diferentes aminoácidos 

entre os sítios da dupla fosforilação (SIOW et al., 1997). A ativação de MAPK em resposta à 

isquemia cerebral ainda não está completamente entendida (LENNMYR et al., 2002). 

 

Figura-04. Principais vias de ativação de caspases na isquemia e reperfusão cerebral. Via de 

ativação direta de caspase3 (seta azul) e via mitocondrial (seta preta). RDD: receptor com 

domínios de morte, Apaf: fator ativador de proteases apoptóticas. 

 

1.3  Isquemia Cerebral Focal: Modelos Experimentais in vivo 

 O AVE causado por oclusão vascular cerebral pode ser reproduzido por diferentes 

técnicas: Oclusão permanente da Artéria Cerebral Média (pMCAO), Oclusão transitória da 

Artéria Cerebral Média (MCAO), oclusão trombótica por meio de injeção de coágulos 

sanguíneos ou trombina na artéria cerebral média ou por foto-trombose após injeção 

intravenosa do corante Rosa Bengala. Além de modelos para o curso arterial, têm sido 

desenvolvidos também modelos animais para trombose de seio venoso cerebral, uma forma 

rara de acidente vascular cerebral (BACIGALUPPI et al., 2010) . 
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 De acordo com a classificação experimental de isquemia cerebral através da distribuição 

da região de infarto, se conhece dois tipos de modelo de isquemia: a global e a focal. A 

isquemia global ocorre quando há falência circulatória e a isquemia focal ocorre quando o 

fluxo sanguíneo cerebral é limitado em uma região específica, geralmente resultado da 

oclusão de uma artéria cerebral. Existe ainda o modelo multifocal, onde várias pequenas 

regiões são atingidas (LIPTON, 1999). 

 A isquemia cerebral focal tem sido produzida por uma variedade de métodos, e as 

variações na indução do infarto são atribuídas à diversidade de espécies e às técnicas 

empregadas (TAKAMATSU, 2002). Os modelos não trombóticos são obtidos por abordagem 

cirúrgica direta, através de craniectomia temporal e oclusão da arterial cerebral média (ACM). 

Nos modelos trombogênicos, são utilizados agentes como: trombo sanguíneo, microesferas de 

látex, acetato de polivinil injetados na artéria carótida comum (ACC) ou na artéria cerebral 

média (ACM). Em testes de comportamento motor, dependendo do modelo, o animal 

apresenta diferentes graus de comprometimento funcional no lado contralateral à isquemia 

(OTERO, 2009). 

 O polígono de Willis é um circulo de artérias que suprem o cérebro. O arranjo das 

artérias no polígono de Willis cria uma redundância  na circulação cerebral. Se uma parte do 

círculo estiver bloqueada ou estreitada (estenose), ou se uma das artérias que suprem o 

polígono está estreitada ou bloqueada, o fluxo sanguíneo dos outros vasos sanguíneos pode 

muitas vezes preservar a perfusão cerebral o suficiente para evitar sintomas de isquemia. As 

carótidas internas direita e esquerda originam-se das artérias carótidas direita e esquerda. As 

artérias cerebrais anteriores e médias e as artérias comunicantes posteriores originam-se na 

trifurcação da artéria carótida interna. As artérias cerebrais posteriores direita e esquerda 

originam-se da artéria basilar, que é formada pelas artérias vertebrais direita e esquerda. As 

artérias vertebrais, por sua vez, origina-se nas artérias subclávias. A artéria comunicante 

anterior conecta as duas artérias cerebrais anteriores (TRAYSTMAN, 2003) (Figura 05). 
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Figura 05- Representação esquemática do Polígono de Willis 

 A principal diferença entre a isquemia global e a focal está no fluxo sanguíneo, onde 

nos modelos focais este fluxo é maior na região do core em relação aos dos modelos globais. 

Nos modelos focais necessita-se de um maior tempo de isquemia para causar o dano, além 

disso, a lesão aumenta da região do core para a borda da lesão, denominada de penumbra, 

com caracteristicas metabólicas diferentes, tornando assim mais complexa a lesão por 

isquemia focal (LIPTON, 1999). 

  No AVE humano a principal arteria acometida é a arteria cerebral média (ACM), que 

irriga a região lateral do hemisfério e estruturas corticais e subcorticais. Por este motivo os 

modelos de isquemia focal cerebral mais estudados são os da oclusão da arteria cerebral 

média. A oclusão pode ser permanente (sem reperfusão) ou transitória (reperfusão) (LIPTON, 

1999; DURUKAN, TATLISUMAK, 2007). 

 No presente trabalho foi utilizado o modelo de eletrocauterização da artéria cerebral 

média (pMCAO), que leva a interrupção permanente do fluxo sanguíneo cerebral. Este 

modelo foi descrito por Tamura, 1981 e é muito utilizado pois produz uma lesão isquemica 

cerebral similar a lesão causada pelo modelo de introdução do fio intraluminal. Este modelo 

causa dano nas regiões cerebrais do córtex temporal e corpo estriado (LIPTON, 1999; 

TRAYSTMAN, 2003).  
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1.4 Memória e isquemia cerebral 

 

O AVE promove problemas de cognição, como déficits de memória (AVIRAM et al., 

2001). Alguns trabalhos têm demonstrado déficits na aquisição e retenção da memória após a 

oclusão da artéria cerebral média em animais, utilizando o teste de esquiva passiva, Y-maze, 

reconhecimento de objetos e labirinto aquático de Morris (WOOD et al., 1993; MUMBY et 

al., 1996; CARMO et al., 2014; FERNANDES et al., 2014; SARKAKI et al., 2015). 

A memória é um processo cognitivo de armazenamento de informações. O SNC adquire 

informações constantemente através do aprendizado e demais acontecimentos da vida. 

Entretanto, apenas uma pequena parte dessas informações é retida de forma duradoura. Existe 

um processo de seleção para a armazenação da informação na memória e a sua duração é 

determinada pelo impacto emocional, grau de atenção e importância dessa informação no 

processo de sua aquisição. A memória é estudada num processo constituído de fases, 

respeitando a uma sequencia de eventos que corresponde à aquisição, consolidação e 

evocação da informação (IZQUIERDO, 1998). 

Com base nas pesquisas de Xavier (1993, 1996), Izquierdo (1997) e Squire e Kandel 

(2003) a memória é dividida em três grandes sistemas: memória imediata, operacional e de 

longo-prazo. A memória de longo-prazo seria subdividida em memória declarativa (ou 

explícita) e não declarativa (ou implícita) (Figura 06). As memórias episódicas e semânticas 

estariam incluídas na memória declarativa. Já a memória não declarativa compreenderia as 

procedurais (habilidades e hábitos), pré-ativação e condicionamento, além das aprendizagens 

não associativas: habituação e sensibilização. 
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Figura 06. Classificação da memória (Bayley e Squire, 2003). 

 A memória Imediata, também chamada de memória de curto prazo (XAVIER, 1993) 

ou memória de trabalho (IZQUIERDO, 1998). Este tipo de memória dura alguns segundos, no 

máximo alguns minutos, a informação que está sendo processada no momento; sua 

capacidade é limitada e as informações são mantidas por processos de atenção e ensaio. Esta 

memória não deixa traços e não produz arquivos. A memória imediata é processada, 

basicamente, pelo córtex pré-frontal (SQUIRE e KANDEL, 2003). 

 A memória operacional, também chamada de curta-duração (IZQUIERDO, 1998) ou 

memória de trabalho (SQUIRE e KANDEL, 2003), retém as informações durante um  período 

de tempo cuja duração é determinada pelo lapso temporal intercalado entre o momento da 

aquisição da informação e aquele no qual sua evocação deixa de ser útil ou necessária; sua 

capacidade não é limitada. Esta memória deixa traços e produz arquivos, os quais, em 

determinado momento, podem desaparecer ou então ser enviados para a memória de longo 

prazo. Esta memória depende dos respectivos sítios de processamento sensoriais – de acordo 

com a origem perceptual da informação – e de estruturas do lobo temporal, em especial da 

formação hipocampal (KANDEL; DUDAI; MAYFORD, 2014; IZQUIERDO, 1997). 

 A memória de longo prazo é uma memória permanente. As informações são 

armazenadas após o processo de consolidação. É dividida em memória declarativa ou 
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explícita e memória não declarativa ou implícita. A memória declarativa ou explícita o acesso 

a informação é consciente. São processadas as memórias para eventos, fatos, palavras, faces, 

música – todos os vários fragmentos do conhecimento que fomos adquirindo durante uma 

vida de experiências e aprendizado, conhecimento que pode potencialmente ser declarado, 

trazido à mente de uma forma verbal ou como uma imagem mental. Nesta memória são 

armazenadas as informações sobre as pessoas, os lugares e os eventos da vida diária. O 

processamento das informações na memória declarativa para sua consolidação e evocação 

está sujeito à relevância, conteúdo afetivo e número de informações associadas. Nesta 

memória estão envolvidas as estruturas do lobo temporal medial, diencéfalo e respectivos 

sítios de processamento sensoriais. É o tipo de memória que está prejudicada nos pacientes 

amnésicos. A memória declarativa ou explicita é dividida em memória episódica e semântica. 

A memória episódica são as memórias para eventos, sendo autobiográfica; refere-se à 

capacidade de experimentar novamente um evento no contexto no qual ele ocorreu e a 

memória semântica reúne as memórias para fatos; refere-se à capacidade de evocar fatos e 

conhecimentos gerais acerca do mundo (XAVIER, 1993 e 1996, IZQUIERDO, 1998, 

SQUIRE e KANDEL, 2003). 

 A memória não declarativa ou implícita, também chamada de procedimento, as 

informações são adquiridas gradualmente ao longo de diversas experiências, depende de 

mudanças cumulativas cuja ocorrência se dá a cada ocasião na qual a memória é acionada. A 

memória implícita requer treinamento repetitivo para a aquisição do comportamento e que a 

aquisição ocorre de forma gradual. As informações processadas neste sistema resultam da 

experiência. Depois de tornada automática, não há acesso consciente ao conteúdo da 

informação e o processo é independente da atenção. As alterações nos sistemas de 

processamento para modificação da eficiência sináptica se dá em função de sua utilização 

repetitiva, ou seja, do treino. O processo de consolidação não depende das estruturas do lobo 

temporal, mas sim da tarefa, o que provoca a ativação repetida nos sítios de processamento 

sensoriais. Os subsistemas da memória não declarativa estão associados a diferentes estruturas 

do sistema nervoso: habilidades e hábitos associam-se aos núcleos basais, pré-ativação ao 

neocórtex, condicionamento clássico simples relaciona-se à amígdala nas respostas 

emocionais e ao cerebelo nas respostas da musculatura esquelética, a aprendizagem não-

associativa, por seu turno, vincula-se às vias reflexas (CARRILLO-MORA, 2010)  
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 Habilidade motora constitui um conjunto de procedimentos ou sequências motoras 

para operar no ambiente, elenco este caracterizado por movimentos coordenados das mãos e 

pés. O treino promove a melhora ou aperfeiçoamento do desempenho motor para realizar 

determinada tarefa. Na fase de aprendizagem estão envolvidos o cerebelo, córtex pré-frontal e 

lobo parietal (área para atenção visual). Depois da aprendizagem, as estruturas ativadas para a 

realização da tarefa são fundamentalmente o neoestriado (núcleo caudado e putamen) e os 

sítios de processamento motores (IZQUIERDO, 1998). A consolidação da memória envolve 

uma complexa rede de sistemas cerebrais e eventos moleculares seriais e paralelos, mesmo 

para uma tarefa simples como evitar um julgamento. Izquierdo e colaboradores, (2006) 

propôs que estes eventos moleculares também pode estar envolvido em muitos outros tipos de 

memória em animais e humanos. 

 Hábitos são comportamentos resultantes de treinamento, caracterizados pelas 

associações simples (tarefas de discriminação simples), associações aprendidas que podem ser 

utilizadas a qualquer momento dependendo dos aspectos não temporais do contexto. O núcleo 

caudado tem especial importância no desempenho dos hábitos. Habilidades perceptuais e 

cognitivas são as habilidades desenvolvidas com o treino da leitura e leitura no espelho; o 

desempenho depende fundamentalmente dos sítios de processamento sensoriais. Pré-ativação, 

também chamada de representação perceptual, é caracterizada pelo viés ou facilitação do 

desempenho em função da apresentação prévia de informações. Sua função seria a de 

melhorar a percepção de estímulos defrontados recentemente. Os sítios de processamento 

sensoriais e o córtex pré-frontal estão relacionados ao desempenho deste subsistema da 

memória não declarativa. O condicionamento clássico simples está relacionado à amígdala 

nas respostas emocionais e ao cerebelo nas respostas da musculatura esquelética. A 

aprendizagem não associativa (habituação e sensibilização) está associada às vias reflexas 

(IZQUIERDO, 1997). Zola-Morgan, Amaral, 1986, relataram o primeiro caso de amnésia 

humana em que detalhou análises neuropsicológicos e análises neuropatológicas post-mortem 

,demonstrando que um dano limitado à formação do hipocampo foi suficiente para produzir o 

prejuízo da memória anterógrada. 

1.5 Alcaloides e Neuroproteção  

Alcaloides são moléculas de caráter básico derivadas de plantas, microorganismos e 

animais. Contém, em sua fórmula, basicamente nitrogênio, oxigênio, hidrogênio e carbono. 

Alguns exemplos de alcaloides destacam-se a cafeína (do café, que é chamada de 
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pseudoalcaloide por ser, na verdade, uma xantina), cocaína (da coca), pilocarpina (do 

jaborandi), psilocibina do cogumelo Psilocybecubensis, heroína, papaverina, morfina, codeína 

(da papoula). Os alcaloides têm massa molecular entre 100 e 900 dalton. Possuem 

propriedades terapêuticas, como: neurodepressoras, anestésica, analgésica, psicostimulantes, 

anti-inflamatórias e antioxidantes (SIMÕES, 1999). 

Os alcaloides são divididos em classes, como: isoquinolínico simples, aporfínico, 

noraporfinico, oxoaporfinico. Particularmente, da classe dos aporfínicos, se destacam: 

boldina, apomorfina, bracteolina, coridina, glaucina, isodomesticina, liridina, nuciferina 

(SIQUEIRA, 2010).  

Existem muitas plantas medicinais que contêm alcaloides, como a vinca 

(Catharanthus Roseus) e sua importância como fonte de vincristina, útil na quimioterapia 

contra o câncer. O ópio originado da papoula ( Papaver Somniferum ) usado medicinalmente 

há séculos no oriente, em locais como a China, a Índia e países próximos. O ópio contém 

vários alcaloides, tais como, morfina, papaverina e codeína. O extrato alcoólico de ópio foi 

muito usado como analgésico durante a guerra civil americana, para aliviar as dores dos 

feridos em combate, inclusive das numerosas vítimas de amputações. A morfina é o agente do 

ópio responsável pela atividade anestésica e hipnótica. A cafeína é um estimulante do sistema 

nervoso central, principalmente do cérebro. Aumenta a capacidade de concentração e de 

vigília, é um estimulante cardíaco e respiratório, relaxa a musculatura dos brônquios 

(VILAVERDE, et al., 2003). Pesquisadores da Harvard School of Public Health divulgaram 

estudos, em julho de 2013, que mostram que a cafeína não apenas estimula o sistema nervoso 

central, mas também pode atuar no organismo como um antidepressivo leve, elevando a 

produção de determinados neurotransmissores (serotonina, dopamina e noradrenalina) no 

cérebro. A teobromina, principal alcaloide da semente do cacau, tem atividade estimulante no 

cérebro e é relaxante dos músculos lisos. 

Howes e Houghton, (2003), publicou uma revisão bibliográfica sobre várias plantas 

utilizadas nas medicinas tradicionais da China e da Índia para melhorar a memória e funções 

cognitivas, tais como Clitoria ternatea, Ginkgo biloba, Poligala tenmifolia, Salvia 

miltiorrhiza, Magnolia officinalis, Lycoris radiata e Huperzia serrata. Entre os alcaloides se 

destaca a huperzina A (huPA), um novo alcaloide isolado a partir da erva chinesa Huperzia 

serrata, é um inibidor potente, altamente específica e reversível da acetilcolinesterase (AChE). 

Em comparação com tacrina, donepezil, e rivastigmina, a huPA tem uma melhor penetração 
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através da barreira sangue-cérebro, uma maior biodisponibilidade oral e maior duração da 

ação inibidora de AChE. Os estudos farmacocinéticos em roedores, caninos, e voluntários 

humanos saudáveis indicam que huPA foi absorvida rapidamente, amplamente distribuída no 

organismo, e eliminada a uma taxa moderada, com a propriedade de libertação lenta e 

prolongada após administração oral. Os ensaios clínicos de fase IV na China demonstraram 

que huPA melhorou significativamente os déficits de memória em idosos com esquecimento 

senescente benigno. Utilizada no tratamento da doença de Alzheimer por inibir a enzima 

acetilcolinesterase (WANG; YAN; TANG, 2006). Este alcaloide tem sido submetido ao teste 

clínico duplo cego controlado por placebo em pacientes com Alzheimer, com significativo 

aumento na função cognitiva e qualidade de vida ( ZANGARA, 2003). 

Em estudos clínicos o extrato seco do boldo prolongou o tempo de trânsito oro-cecal 

quando estudado em 12 voluntários, demonstrando o seu uso medicinal (PANIZZA, 2006). 

Em combinação com a cáscara sagrada, o boldo tem sido usado para tratar a constipação em 

idosos. Nenhum dado clínico sobre o uso do boldo como um anti-inflamatório e antipirético 

foi encontrado. 

A boldina causa inibição da agregação plaquetária decorrente da não formação do 

tromboxano A2, tanto em modelos animais como em amostras de sangue humano. Pacientes 

que estão sob a terapia de anticoagulantes não devem ingerir concomitantemente 

medicamentos contendo Boldo pela ação aditiva à função antiplaquetária de anticoagulantes 

(TENG et al., 1997). 

Estudo tem reportado a capacidade antinflamatória (GYURKOVSKA et al., 2015) e 

antioxidante (MUTHNA et al., 2013) dos aporfinóides. Partindo do ponto de vista que a 

inflamação e o estresse oxidativo são determinantes para a cascata isquêmica, levando a 

infarto cerebral e aos déficits cognitivos já discutidos, é relevante dar continuidade a 

investigação dos efeitos neuroprotetores dos aporfinóides, como por exemplo, a boldina, que 

demonstrou proteger animais do dano cerebral isquêmico. No entanto, não existem na 

literatura estudos que relatem seus efeitos sobre déficits de memória. 

 

1.6. Boldina  

       A boldina(S)-2,9- diidroxi-1,10-dimetoxi-aporfina é um alcaloide encontrado na espécie 

Peumus boldus Molina (boldo-do-chile) (Figura. 07).  As folhas de boldo contêm entre 0,4 e 
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0,5% de, pelo menos, 17 alcalóides diferentes da família dos derivados benzilisoquinolínicos, 

sendo que a boldina representa 12 a 19 % do conteúdo total de alcaloides (O'BRIEN et al., 

2006). O Boldo (Peumus boldus Molina) é uma espécie arbórea, pertencente à família 

Monimiaceae e nativa das regiões central e sul do Chile, onde ocorre abundantemente. Suas 

folhas são usadas na medicina popular para tratamento de problemas digestivos e hepáticos. O 

boldo é também empregado na medicina homeopática (SPEISKY e CASSELS, 1994; 

BRANDÃO et al., 2006; AGRA et al., 2007).  

 

Figura 07. Estrutura molecular da boldina 

 Aporfinoides formam um importante grupo de metabólitos secundários de plantas. 

Alguns destes compostos são utilizados há muito tempo na medicina tradicional para o 

tratamento de várias doenças, desde síndromes benignas a doenças mais graves. Mais de 500 

alcaloides aporfínicos já foram isolados a partir de várias famílias de plantas e muitos destes 

compostos apresentam atividade citotóxica, podendo ser explorados para o uso como agentes 

anti-cancerígenos (STÉVIGNY, 2005). 

Jiménez et al. (2000) realizaram alguns experimentos in vitro e in vivo a fim de 

conhecer melhor a farmacocinética da boldina. Os estudos in vivo realizados em ratos, eles 

descreveram que tanto após administração oral quanto intravenosa, a concentração plasmática 

da boldina decaiu rapidamente, indicando aparentemente uma cinética de primeira ordem. Foi 

rapidamente absorvida (30 min) e concentrada preferencialmente no fígado, sendo 

encontradas concentrações bem menores no coração e no cérebro.  

       Youn e colaboradores, (2002) mostraram que a boldina pode atenuar a disfunção 

mitocondrial do cérebro de ratos induzida por catecolaminas e diminuir a morte induzida por 

dopamina de células PC12 através de uma ação captadora de radicais livres. A boldina 

mostrou-se capaz de atenuar a inativação do citocromo P450 humano e de inibir a 

peroxidação de lipídios em microssomos hepáticos tratados com agentes redutores 
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(KRINGSTEIN; CEDERBAUM, 1995), de abrandar o desenvolvimento de diabetes por 

estreptozotocina em ratos (JANG et al., 2000) e de proteger células vermelhas da clivagem 

hemolítica induzida in vitro por 2,2'-azobis-(2-amidinopropano) (JIMÉNEZ et al., 2000). 

A boldina também exerce algumas ações inibidoras no sistema nervoso central, estas 

incluem ações neurolépticas, anticonvulsivantes e antinociceptivas, o que pode provavelmente 

ser mediada através do bloqueio de dopamina em receptores D2 (ZETLER, 1988). Estudo 

demonstrou que a boldina é capaz de inibir a perda da atividade catalítica in vitro de enzimas 

como a lisozima, quando em contato com radicais peroxilas (CASSELS et al., 1995). Este 

efeito está associado com a inibição da oxidação de resíduos de triptofano da enzima, de 

forma que a boldina pode proteger não somente lipídios, mas também aminoácidos 

envolvidos na atividade catalítica de determinadas enzimas (JIMÉNEZ et al., 2000). 

Considerando a atividade anti-inflamatória, a boldina se mostrou muito efetiva em 

reduzir edema em pata de cobaias induzido por carragenina e na prevenção do aumento da 

temperatura retal em coelhos tratados com pirogênios bacterianos, essa ação pode ser devido a 

sua atividade antioxidante, já que moléculas que podem interferir na geração de EROS 

podem, também, possuir propriedades anti-inflamatórias (BACKHOUSE, 1994). Segundo 

Gotteland et al. (1997), a boldina tem propriedades antiinflamatórias (redução da extensão 

dos danos produzidos pela administração intra-retal de ácido acético em animais) e 

citoprotetoras ( redução da infiltração de neutrófilos em animais submetidos à administração 

de ácido acético  via intra-retal)(MOREIRA FILHO e GOUTCHER, 1972). 

Em relação a farmacodinâmica e a farmacocinética da boldina , Kang, Cheng e Fu, 

(1998) mostraram que o bloqueio neuromuscular da boldina em isolado de nervo-frénico do 

diafragma de rato pode ser devido à sua interação direta com o receptor nicotínico de 

acetilcolina pós-sináptico. Kang e Cheng, (1998) observaram que a boldina na concentração 

de 300µM pode induzir a contração muscular de duas maneiras, uma pelo influxo de Ca
++

 

extracelular e a outra pela indução da liberação de Ca
++ 

armazenado internamente no retículo 

sarcoplasmático onde concluíram que boldina poderia sensibilizar o receptor de rianodina 

(receptor de canais de cálcio) e induzir a liberação de Ca
++

 , a partir do Ca
++

 interno local de 

armazenagem do músculo esquelético.  

Este alcaloide apresenta baixa toxicidade, mostrado pelas altas doses necessárias para 

induzir morte em várias espécies de mamíferos (15g de boldina, administradas oralmente, 
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foram necessárias para matar um cão de 12 kg, da mesma forma, 500 e 1000mg/kg foram 

requeridos para matar camundongos e porcos da índia), respectivamente (SPEISKY e 

CASSELS, 1994). Já para administrações intraperitoniais foi encontrado o valor de DL50 de 

250mg/kg para ratos (ESCOP, 1997). Estudo confirma que a boldina, administrada 

intraperitoneal em doses subletais, não induziu sinais de genotoxicidade na medula óssea de 

ratos no teste de micronúcleo (SPEISKY e CASSELS, 1994). 

A ação antioxidante da boldina é responsável por propriedades farmacológicas, como 

por exemplo, anti-tumoral, anti-diabéticas e anti-aterogênicas. Ainda, a boldina mostrou 

atividades como vasodilatadoras, antiparasitárias, imuno e neuro-moduladores e coleréticos 

(O'BRIEN, 2006). No entanto, os efeitos da boldina sobre a neuroinflamação (in vivo) e sobre os 

déficits de memória após a oclusão permanente da artéria cerebral média (pMCAO) encontram-se 

desconhecidos, daí a importância deste estudo. 
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2. JUSTIFICATIVA E RELEVÂNCIA 

Os acidentes vasculares encefálicos foram causa de 172.298 internações em 2011 no 

país e, em 2010 causaram a morte de 99.159 indivíduos (GARCIA, 2012). A alta incidência 

de doenças cerebrais isquêmicas e hemorrágicas é devido a mudanças no estilo de vida das 

pessoas, como o consumo de alimentos ricos em gorduras, o tabagismo e o estresse diário 

excessivo (OHTAKI et al., 2005). Muitos pacientes após um AVE apresentam consequências 

crônicas complexas podendo resultar em vários problemas, como atividades do dia-a-dia, na 

comunicação, na mobilidade e interação interpessoal e social (SCHEPER et al, 2007). Estes 

dados, por si, justificam a importância da investigação de substâncias neuroprotetoras para a 

prevenção e tratamento das doenças cerebrovasculares. 

O dano inflamatório desempenha um papel importante na patogênese da isquemia 

cerebral e constitui um alvo para a prevenção e tratamento (ZHAO et al., 2014). Terapias 

anti-inflamatórias têm mostrado serem eficazes na redução do dano isquêmico e déficits de 

memória ocasionados por modelos de AVE experimental (HUANG et al., 2014). 

Assim, faz-se necessária a busca por substâncias que possam atuar na neuroproteção de 

pacientes de risco. Apesar de muitos estudos buscarem drogas neuroprotetoras para a 

isquemia cerebral, poucos se mostraram realmente efetivos (FU et al., 2015). O presente 

estudo visa investigar se a boldina, por suas ações anti-inflamatórias e antioxidantes possa vir 

a ser uma estratégia terapêutica no tratamento do acidente vascular encefálico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



43 
 

3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo Geral 

 

 Estudar o possível efeito neuroprotetor da boldina sobre o dano neuronal, 

comportamento, memória e neuroinflamação em camundongos submetidos à isquemia 

cerebral focal permanente. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

  

 Estudar o possível efeito neuroprotetor da boldina em camundongos submetidos à 

pMCAO, analisando os seguintes aspectos: 

 

  Avaliar o dano neuronal através da  coloração de fluoro-jade C, coloração de violeta 

de Cresil e o TTC; 

 Verificar as alterações motoras e déficits de memória através dos seguintes testes 

comportamentais: campo aberto, labirinto em Y, esquiva inibitória, reconhecimento de 

objetos e labirinto aquático; 

 Examinar a resposta inflamatória através do estudo da atividade da mieloperoxidase, 

imunohistoquímica para TNF-α e iNOS; 

 Investigar a ativação astrocitária através da imunohistoquímica para GFAP. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1.  Animais 

 Foram utilizados camundongos albinos adultos Swiss (Espécie: Mus Musculus), 

machos, pesando entre 30 e 40g provenientes do biotério central do Campus do Pici, da 

Universidade Federal do Ceará (UFC) e transferidos para o biotério do Departamento de 

Fisiologia e Farmacologia, Faculdade de Medicina, UFC. Os animais foram mantidos em 

gaiolas plásticas apropriadas, forradas com raspas de madeira, com ciclo de claro/escuro de 

12h/12h e alimentados com ração padrão e água à vontade. No que se refere aos cuidados com 

os animais, este estudo seguiu os princípios éticos da experimentação animal, estabelecidos 

pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). Este estudo foi aprovado pela 

Comissão de Ética em Pesquisa Animal (CEPA), da UFC, sob o número de registro 43/2013. 

4.2. Drogas 

Boldina (SIGMA, EUA); cloridrato de xilazina 2% (Kensol
®
 laboratórios König S.A, 

Argentina); Cloridrato de Ketamina 5% ( Vetanarcol
® 

, Laboratórios Köning S.A, Argentina). 

Todos os reagentes utilizados eram de grau analíticos. 

4.3. Protocolo experimental 

 Foram utilizados 156 animais divididos entre os grupos falso-operados tratados com 

veículo ou boldina na dose de 25mg/kg, isquemiados tratados com veículo e isquemiados 

tratados com boldina nas doses 8 ,16 e 25 mg/kg intraperitoneal (Tabela 1). 

          A Boldina foi isolada a partir do Peumus boldus Molina, da marca Sigma Chemical Co. 

(St. Louis, MO) e dissolvida com solução de HCl 0,5M (BACKHOUSE et al., 1994). As 

concentrações da boldina foram escolhidas baseadas em estudos anteriores (BACKHOUSE et 

al., 1994; JIMÉNEZ, I.; SPEISKY, H., 2000; HERNÁNDEZ-SALINAS et al., 2013). 
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Tabela 1- Grupos de tratamento. 

Grupos Tratamento 

1 Animais falso-operados (FO) e tratados com veículo (solução de HCl 

0,025M)i.p. 

2 Animais falso-operados (FO) e tratados com boldina na dose 25mg/kg i.p. 

3 Animais submetidos à pMCAO e tratados com veículo i.p. 

4 Animais submetidos à pMCAO e tratados com Boldina na dose de 8mg/kg i.p. 

5 Animais submetidos à pMCAO e tratados com Boldina na dose de 16mg/kg i.p. 

6 Animais submetidos à pMCAO e tratados com Boldina na dose de 25mg/kg i.p. 

 

 Os animais foram tratados com boldina nas doses de 8, 16 e 25 mg/kg, i.p. 30 minutos 

antes da pMCAO, com tratamento uma vez ao dia, nos dias seguintes, correspondentes aos 

testes comportamentais (Quadro 1 ). 

 Para a realização dos testes comportamentais foram seguidos quatros protocolos 

experimentais. Protocolo 1: 24 horas após a cirurgia foi realizada a avaliação neurológica e a 

análise da área do infarto isquêmico pelo método do TTC(n=6/grupo). Protocolo 2: 48 horas 

após a cirurgia foi realizado o primeiro treino do labirinto aquático, 72 horas após foi 

realizado o segundo treino do labirinto aquático, 96 horas após foi realizado o teste de 

reconhecimento de objetos e 120 horas após foi realizado a retenção do labirinto aquático 

(n=9/grupo). Ao final do protocolo 2 os animais foram perfundidos com paraformaldeído 4% 

e seus cérebros fixados com formol tamponado, 24 horas após conservados em sacarose a 

30%, sendo depois feito imunohistoquímica para GFAP, iNOS, TNF-α e coloração para  

fluoro-jade C e Cresil (Quadro 1). Protocolo 3: 72 horas após a cirurgia foram realizados os 

testes de campo aberto, labirinto em Y e esquiva passiva (memória recente) e 96 horas após o 

teste da esquiva passiva (memória tardia) (n=9/grupo). Protocolo 4: 24 horas após a cirurgia 

foi realizada a atividade da mieloperoxidase (n=4/grupo). 
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Quadro 1- Protocolo experimental. 

 

Desenho experimental: Administração de veículo (solução de 0,025M de HCl), boldina( nas 

doses de 8, 16 e 25 mg/kg (i.p)) 30 minutos antes da cirurgia e uma vez ao dia durante os 

testes de comportamentos. AN- avaliação neurológica; TTC- cloreto 2,3,5- trifeniltetrazólio. 

LA-labirinto aquático. RO- reconhecimento de objetos; CA- campo aberto; EP- esquiva 

passiva; MPO- mieloperoxidase; TNF-α- fator de necrose tumoral alfa; iNOS- óxido nítrico 

sintase induzível; GFAP- preteina ácida fibrilar glial. 

4.4. Isquemia cerebral por oclusão permanente da artéria cerebral média em 

camundongos (Tamura et al., 1981). 

 

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

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

mantida entre 36 e 37º C com o auxílio de uma lâmpada. Inicialmente foi realizada uma 

incisão na linha entre o olho esquerdo e a orelha, o músculo temporal foi rebatido e realizada 

uma craniectomia com uma broca de 1 (mm), seguido da exposição e cauterização da artéria 

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

foram colocados em gaiolas para recuperação da cirurgia com livre acesso a água e comida. 

Os animais falso-operados (FO) foram submetidos aos procedimentos descritos para 

isquemia, exceto a cauterização da artéria cerebral média. 
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4.5. Avaliação neurológica  

A Avaliação Neurológica foi realizada 24 horas após a isquemia. Os achados 

neurológicos foram pontuados utilizando uma escala previamente descrita por Garcia et al., 

(1995).  

Quadro 2- Avaliação neurológica 

ESCORES/ 
PARÂMETROS  

3 2 1 0 

Atividade espontânea 

O animal se 
move por todo 

o espaço. 

O animal estuda 
minimamente o 

espaço. 

O animal se move sem 
estudar o espaço. 

O animal não 
se move 

Simetria das 4 patas Simetria total. 

Pata contralateral 
com menor 

movimento que a 
ipsilateral 

Movimento mínimo da 
pata contralateral. 

A pata 
contralateral 
não se move.  

Estiramento das patas 
dianteira 

Simetria total. 

Pata contralateral 
com menor 

movimento que a 
ipsilateral 

Movimento mínimo da 
pata contralateral. 

A pata 
contralateral 
não se move. 

Escalada/pressão 
Sobe e agarra 

a grade. 

A pata contralateral 
dificulta a escalada 

e não agarra a 
grade. 

O animal não se move. - 

Propriocepção corpórea 
Resposta 
Simétrica  

O lado contralateral 
com resposta< que 

o ipsilateral. 

O  lado contralateral 
sem resposta. - 

Resposta ao toque da 
vibrissa 

Resposta 
simétrica. 

O lado contralateral 
com resposta<que o 

ipsilateral. 

O lado contralateral 
sem resposta. - 

         Fonte: (Adaptado de Garcia et al., 1995)  

 A cada parâmetro foi atribuído um escore denominado escores neurológicos, de 0 a 3 

para os parâmetros 1, 2 e 3, sendo 0 o mínimo de movimento ou de reação do animal, 

atribuído a animais com déficit motor e 3, o máximo de movimento ou reação do animal, 

sendo atribuído a animais sem déficit motor. Para os parâmetros 4, 5 e 6 foram atribuídos 

escores de 1 a 3, sendo 1 o mínimo de movimento ou de reação do animal, atribuído a animais 
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com déficit motor e sensorial e 3, o máximo de movimento ou reação do animal, sendo 

atribuído a animais sem déficit motor e sensorial. O somatório dos escores de todos os 

parâmetros representou o escore final da avaliação neurológica do animal, sendo 3 o menor 

valor que pode ser atribuído e 18 o maior valor. 

 

4.6. Quantificação do dano isquêmico através da coloração pelo Cloreto de 2,3,5-

Trifeniltetrazol (TTC) (Goldlust et al., 1996). 

 O TTC é um sal que ganha um próton da succinato desidrogenase na membrana 

interna mitocondrial. Neste processo, ele é reduzido para uma forma insolúvel, o formazam, 

fornecendo uma coloração avermelhada ao tecido composto por células viáveis. As células da 

região de infarto não possuem mitocôndrias viáveis, desta forma, o processo de redução não 

acontece, a coloração avermelhada não é gerada, permitindo a área de infarto ser 

caracteristicamente detectada por uma região pálida.Vinte e quatro horas após a indução 

isquêmica os animais foram eutanasiados e seus cérebros foram removidos. Conservados em 

salina gelada até o momento dos cortes, os cérebros foram fatiados na espessura de 2 mm e 

imersos em solução de 2% de TTC à 37°C por 30 minutos. Em seguida, as fatias foram 

digitalizadas. As imagens foram analisadas a partir das áreas de infarto e das áreas totais das 

fatias, empregando-se cálculos das respectivas porcentagens. As extensões das áreas foram 

mensuradas manualmente utilizando o software Osíris TM (University of Geneva, 

Switzerland). 

4.7. Avaliação da viabilidade celular pela coloração de cresil-violeta e Fluoro-Jade C. 

 A coloração de cresil-violeta é utilizada para evidenciar os corpúsculos de Nissl 

presentes no citoplasma de neurônios viáveis (SCORZA et al., 2005). Cinco dias após à 

indução isquêmica, os animais (n=4/grupo), foram anestesiados com xilazina (10mg/kg) e 

ketamina (90mg/kg) por via intraperitoneal e perfundidos transcardialmente com salina, 

seguido por paraformaldeído a 4% em PBS. Os cérebros foram removidos e fixados com 

formol tamponado durante 24 h e armazenados em sacarose a 30% (4ºC), até a realização dos 

cortes. Os cortes coronais do córtex e estriado foram feitos em um criostato (Leica CM3050 

S, Heidelberg, Alemanha) a -21 ºC, e armazenados free floating em PBS (4ºC) numa série de 

“um em seis” de 50 μm (300 μm de intervalo). 
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 Para a coloração de cresil-violeta, os cortes cerebrais foram mergulhados em água 

destilada durante um minuto, posteriormente, foram incubados na solução de cresil-violeta 

0,5% em ácido acético, por um período de três minutos. Em seguida, as lâminas foram 

desidratadas em álcool (50, 70 e 100%). Em seguida, foram mergulhadas em xilol e montadas 

com entellan (Merck, Alemanha). As lâminas foram visualizadas em um microscópio (Nikon 

Elipse E200) com aumento de 40x. Foram selecionadas três fatias de cada animal, 

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

manualmente utilizando o software Image J (NIH, Bethesda , MD, EUA) com um gride de 

100. 

 As células foram consideradas cresil positivas quando apresentaram coloração violeta 

no citoplasma das células, bem como, aspectos morfológicos normais (células de forma 

redonda ou oval com núcleos centralizados). As células foram consideradas cresil negativas 

quando apresentaram ausência da coloração violeta associada a alterações morfológicas, 

caracterizados por núcleos celulares encolhidos, acompanhados por núcleos picnóticos. Os 

resultados foram expressos como percentual de células cresil positivas e negativas. 

 A coloração de Fluoro-Jade C identifica os neurônios em degeneração (SCHMUED et 

al., 1997). Para isso, as fatias foram lavadas três vezes durante 10 min em PBS, montadas em 

lâminas histológicas e colocadas para secar em temperatura ambiente durante a noite. No dia 

seguinte, as lâminas foram imersas em etanol absoluto durante 3 minutos, seguido por 1 min 

em etanol a 70% e 1 min em água destilada. Após a incubação em 0,06% de solução de 

permanganato de potássio durante 15 minutos, as lâminas foram enxaguadas com água 

destilada durante 1 min. Logo após, foram transferidas para uma solução contendo 0,0001% 

de Fluoro-Jade (Histo-Chem Inc., Jefferson, AR) em ácido acético a 0,1% , num agitador 

durante 30 minutos, e depois lavadas 3 vezes em água destilada por 1 min cada. Depois, 

foram colocadas para secar. Por fim, foram imersas em xilol durante 10 minutos e em 

seguidas foram montadas. As lâminas foram analisadas utilizando um microscópio de 

fluorescência (400x), e foram consideradas células Fluoro-Jade C positivas quando 

apresentaram fluorescência. Os resultados foram expressos como o número de células Fluro-

Jade C positivas. 
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4.8. Avaliação da atividade locomotora (Teste de campo aberto) (Broadhurst, 1957). 

 Para verificar se a cirurgia ou tratamento não acarretou alteração da atividade 

locomotora, o que prejudicaria a realização dos testes de memória, foi realizado o teste da 

atividade locomotora usando o modelo de Campo Aberto (Open Field) (Figura 08). No teste, 

o animal foi colocado em uma caixa (um aparato de acrílico preto com o piso dividido em 

nove quadrantes iguais) e durante 5 minutos foram registrados o número de cruzamentos entre 

os quadrantes (crossings) e o número de episódios em que os animais elevam os membros 

superiores e a cabeça, ficando apoiado somente pelos membros inferiores (rearings). A arena 

foi limpa com álcool a 20% após cada sessão, para evitar interferência do cheiro de urina e 

fezes no teste. 

 

Figura 08: Arena de campo aberto(LNC). 

4.9. Avaliação sobre a memória 

4.9.1.Avaliação da memoria de trabalho- Teste do labirinto em Y (Sarter et al., 1988). 

 Esse teste avalia o aprendizado e a memória operacional, que tem como principal área 

envolvida, o córtex pré-frontal. Nesse teste o animal é colocado em um labirinto em forma de 

Y com os três braços iguais (Sarter et al., 1988). Os animais apresentam forte tendência de 

alternar a entrada nos diferentes ambientes. O labirinto em Y é composto por 3 braços de 

madeira com 16 cm de altura, 5 cm de largura e 40 cm de comprimento (Figura 09). 
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Figura 09. Labirinto em Y (LNC) 

 Para a avaliação da memória os braços foram numerados. O animal foi colocado no 

aparelho, no braço 1, e durante 8 minutos o número de cada braço que o animal entrou foi 

anotado. Foi considerado acerto cada vez que o animal entrou em 3 diferentes braços sem 

repetição. O resultado foi expresso em porcentagem e obtido através da seguinte fórmula 

matemática: 

 

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

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

al., 1991). Entre cada sessão, o labirinto foi higienizado com uma solução de álcool a 20% e 

secado com toalhas de papel. 

4.9.2. Avaliação da memoria espacial- Teste do labirinto aquático ( Morris , 1984). 

 Este modelo avalia a memória espacial do animal (participação do hipocampo no 

processamento de informação espacial). Consiste em um tanque branco circular de acrílico de 

91 cm de diâmetro e paredes de 60 cm de altura, em conjunto com uma plataforma de PVC 

colocada no quadrante nordeste (Figura 10). A água foi deixada turva utilizando tinta atóxica. 

Após 48 horas da cirurgia foram feitos 2 dias de treino (avaliação do aprendizado) 

consecutivos. A avaliação da memória espacial foi realizada 120 horas após a indução da 

isquemia. 
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Figura 10. Labirinto aquático de Morris (LNC). 

 No treino o animal foi colocado em 4 locais diferentes do tanque, onde teve 60 

segundos para achar a plataforma que ficou submersa a 2 cm da superfície da água. Quarenta 

e oito horas após o último treino, os animais foram submetidos a avaliação da memória 

espacial. O animal foi colocado no tanque, sem a plataforma, onde teve 60 segundos para 

alcançar o local onde estava a plataforma. O tempo de latência, o número de cruzamentos e o 

tempo de permanências no quadrante da plataforma foram registrados (MORRIS, 1984). 

4.9.3 Avaliação da memória aversiva-Teste da Esquiva Passiva (GOLD, 1986). 

O teste de esquiva passiva envolve a tendência natural do animal de explorar além da 

plataforma e envolve o aprendizado de evitar o choque, um componente aversivo que 

constitui uma resposta condicionada (Figura 11).  

 

 

Figura 11. Esquiva Passiva (Insight, LTDA). 
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O aparelho consiste de uma caixa de acrílico (48 x 22 x 22), com o piso constituído por 

uma plataforma e uma grade eletrificada. O animal foi colocado na plataforma e deixado para 

ambientação no aparelho durante um 1 minuto, e depois retirado. Após 30 segundos, o animal 

foi colocado novamente na plataforma. O animal ao descer da plataforma recebeu um choque 

de 0,5 mA, durante 1 segundo, com o tempo de latência para entrar sendo registrado, até um 

máximo de 5 minutos (treino). Retirou-se o animal e após 15 minutos este foi colocado 

novamente na plataforma e registrou-se a latência de descida (avaliação da memória recente). 

A retenção do aprendizado (avaliação da memória tardia) foi testada após 24 h, quando o 

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

registrada, nessa etapa o animal não recebeu o choque. 

 

 

4.9.4 Teste de  reconhecimento de objetos (Ennaceur e Delacour, 1988). 

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

buscarem o novo. Durante o treino o animal foi colocado numa arena quadrada (30 x 30 x 15 

cm) de acrílico, contendo dois objetos iguais (OI) e,  durante 10 min, o animal pôde explorar 

o ambiente e os objetos (Figura 12). Após 1h, um dos objetos iguais foi substituído pelo 

objeto novo (ON) e o animal foi colocado novamente na arena (teste). Durante 5 min o tempo 

que o animal utilizou explorando cada um dos objetos foi anotado. O resultado foi expresso 

como índice de reconhecimento e foi obtido através da seguinte fórmula matemática: (tempo 

ON – tempo OI) / (tempo ON+ tempo OI). 

 

Figura 12. Arena com objetos (LNC). 

 

A B 
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4.10 Avaliação da Resposta Inflamatória. 

4.10.1 Avaliação da atividade da enzima mieloperoxidase (MPO)(Bradley et al., 1982). 

 A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima presente nos grânulos de neutrófilos. É 

utilizada como indicador de processo inflamatório, mais especificamente, como marcador de 

infiltração de neutrófilos para os tecidos. Neste ensaio, o H2O2 é clivado por meio da MPO 

presente nas amostras de tecido. O radical oxigênio (O˚) resultante se combina com 

diidrocloreto de O-dianisidina que é convertido a um composto colorido. O aparecimento 

deste composto, ao longo do tempo, é medido por espectrofotômetro para determinar o 

conteúdo de MPO do ensaio. 

 Vinte e quatro horas após a indução da isquemia os animais foram eutanasiados, seus 

cérebros rapidamente removidos e amostras do córtex, estriado e hipocampo foram dissecadas 

e pesadas. As áreas foram homogeneizadas (50mg/mL) em uma solução de brometo de 

hexadeciltrimetilamônio 0,5 % (HTAB) em tampão fosfato 50 mM, pH 6,0. Em seguida, as 

amostras foram centrifugadas a 14000 rpm a 4˚C por 2 minutos. Adicionou-se 30μL do 

sobrenadante da amostra e 200μL da solução contendo 0,167 mg/ml de hidrocloreto de o-

dianisidina e 0,0005 % de peróxido de hidrogênio. A absorbância foi medida nos tempos 0,1 e 

3 minutos no comprimento de onda 460nm. Os resultados foram dados como unidades de 

MPO por mg de tecido. E uma unidade de MPO equivale à quantidade de enzima que degrada 

1μmol/min de peróxido de hidrogênio. 

4.10.2. Avaliação da imunoreatividade para TNF-α e iNOS. 

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

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

salina, seguido por paraformaldeído a 4% em PBS. Os cérebros foram removidos e fixados 

com formol tamponado durante 24 h e armazenados em sacarose a 30% (4ºC), até a realização 

dos cortes. Os cortes coronais do córtex e estriado foram feitos em um criostato (Leica 

CM3050 S, Heidelberg, Alemanha) a -21 ºC, e armazenados free floating em PBS (4ºC) numa 

série de “um em seis” de 50 mm (300 mm de intervalo). 

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

vezes durante 10 min (cada) com PBS e incubadas (PBS + 10% de metanol e 1,05% de 

peróxido de hidrogênio), durante 40 minutos à temperatura ambiente, para bloquear a 

atividade da peroxidase endógena. Depois de lavar 3 vezes durante 10 min (cada) com PBS e 
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tendo bloqueadas as ligações inespecíficas com soro normal de cabra em PBS a 10% 

suplementado com Triton X-100 (solução de bloqueio) durante duas horas à temperatura 

ambiente, as secções foram incubadas com os anticorpos primários (anti-TNF-α,1: 250 ou 

anti-iNOS, 1: 400, Santa Cruz Biotechnology) diluída em solução de bloqueio a 4ºC durante 

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

incubadas com conjugado de avidina-biotina-peroxidase (coloração Sistema ABC, Santa Cruz 

Biotechnology), durante 30 min. Após a lavagem, as lâminas foram incubadas com anticorpo 

de cabra anti-coelho biotinilado (anticorpo secundário), diluído 1:500 em solução de bloqueio. 

Como revelador foi utilizado o DAB e na preparação do TNF-α foi utilizado uma contra 

coloração com hematoxilina. As fatias foram montadas em entellan (Merck, Alemanha), e 

visualizadas sob um microscópio (Nikon Elipse E200) com aumento de 400x. Foram 

selecionadas três fatias de cada animal, aleatoriamente, ao longo da área da lesão e a 

quantificação das células foi realizada utilizando o software Image J (NIH, Bethesda , MD, 

EUA). As células foram consideradas positivas para TNF-α e iNOS quando apresentaram 

uma coloração acastanhada. Os resultados foram expressos como número de células TNF-α e 

iNOS positivas. 

4.10.3 Avaliação da astrogliose através da imunoreatividade de GFAP 

  Os astrócitos possuem um papel fundamental na manutenção da homeostase cerebral. 

Eles possuem a proteína ácida fibrilar glial (GFAP) do inglês Glial Fibrillary Acidic Protein, 

uma proteína exclusiva dos astrócitos que os diferencia dos demais tipos celulares 

(OCALLAGHAM e SRIRAM, 2005). Essa proteína é expressa em processos 

neuroinflamatórios (SWANSON et al., 2004). Assim, neste trabalho, a ativação da astrogliose 

foi evidenciada pela imunoreatividade de GFAP. 

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

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

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

removidos e fixados com formol tamponado durante 24 h e armazenados em sacarose a 30% 

(4ºC), até a realização dos cortes. Os cortes coronais do córtex e estriado foram feitos em um 

criostato (Leica CM3050 S, Heidelberg, Alemanha) a -21 ºC, e armazenados free floating em 

PBS (4ºC) numa série de “um em seis” de 50 mm (300 mm de intervalo). 



56 
 

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

permeabilizadas e bloqueadas com TBS (0,05 M Tampão Trizma base com 150 mM de NaCl, 

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

ambiente. Em seguida, foram incubadas, free-floating, com o anticorpo primário preparado 

em solução de bloqueio (anti-GFAP, 1:500, rabbit policlonal, Sigma-Aldrich, Portugal) 

overnight a temperatura ambiente e depois lavadas 3 vezes por 10 min cada em PBS. 

Posteriormente, foi realizada a incubação por 2 horas com o anticorpo secundário (goat anti-

rabbit), conjugado com o fluorocromo Alexa Fluor 594 (Invitrogen, Portugal), diluído a 1:200 

em solução de bloqueio. Após serem lavadas mais 3 vezes em PBS e serem contracoradas 

com DAPI (Vector Laboratories, UK), as fatias foram montadas em lâminas gelatinizadas 

usando o meio fluoromount (Sigma) e deixadas secar protegidas da luz. A visualização foi 

realizada no microscópio de fluorescência Zeiss Axiovert 200 (Axiovision software 4.6, PG-

Hitec, Portugal). 

  Foram selecionadas três fatias de cada animal, aleatoriamente, ao longo da área da lesão 

e a quantificação das células foi realizada utilizando o software Image J (NIH, Bethesda , 

MD, EUA). Os resultados foram expressos como a média da intensidade de fluorescência  

(MIF) a partir da % da média dos controles. 

4.11 Análise estatística 

  Antes da realização dos testes estatísticos foi realizado o teste de normalidade 

D’Agostino e Pearson Omnibus para todos os dados. Para avaliação dos escores neurológicos 

foram utilizados os testes de Kruskall-Wallis e Dunn e os valores expressos em mediana 

(mínimo e máximo). Para a análise estatística dos testes comportamentais, bioquímicos, de 

imunohistoquímica e histologia foram realizados os testes de Kruskall-Wallis e Mann-

Whitney, sendo os resultados expressos como média ± erro padrão da média. O critério de 

significância utilizado foi de p < 0,05. O programa de computador usado foi Graph Pad 

Instat® 5.0. 
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5. RESULTADOS  

5.1 Efeito da boldina (8, 16 e 25 mg/kg) sobre o dano neurológico de camundongos 

submetidos à pMCAO. 

 Os animais submetidos à pMCAO apresentaram déficits neurológicos significativos 24 

horas após a indução isquêmica, em relação aos animais falso-operados [FO: 18 (17-18); FO 

+ B 25: 18 (17-18); pMCAO: 15 (11-15)]. Estes animais isquemiados apresentaram perda da 

habilidade motora, associada à diminuição da capacidade de responder a estímulos no lado 

contralateral à lesão. O tratamento com boldina na dose de 25 mg/kg diminuiu, 

significativamente, os animais isquemiados desses déficits sensório-motores [(pMCAO + B 8: 

16 (14-16); pMCAO + B 16: 15 (11-16); pMCAO + B 25: 16 (14-17)] (Figura: 13). 
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Figura 13. Efeito da boldina (8, 16, 25 mg/kg) sobre o número total de escores obtidos na 

avaliação neurológica de camundongos submetidos à pMCAO (n=7/grupo). Os valores 

representam a mediana (mínimo e máximo). a vs FO, b vs pMCAO, p<0,05. Teste de Kruskal-

Wallis seguido do teste de Dunn. 
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5.2 Efeito da boldina (8, 16 e 25 mg/kg) sobre o dano isquêmico de camundongos 

submetidos à pMCAO. 

           Os animais submetidos à pMCAO apresentaram significativo dano cerebral isquêmico, 

representado pelo aumento da área de infarto, 24 horas após a isquemia em relação aos 

animais falso-operados (FO: 1,14±0,09; FO + B 25: 1,21±0,10; pMCAO: 8,07±0,50). As 

fotomicrografias representativas mostradas na Fig. 14 indicou que as áreas de infarto foram 

localizadas principalmente no córtex ipsilateral, e em menor grau no corpo estriado e 

hipocampo. A boldina na dose de 25 mg/kg diminuiu significativamente os animais 

isquemiados do dano neuronal (pMCAO + B 8: 6,41 ± 0,93, pMCAO + B 16: 6,81 ± 0,93, 

pMCAO + B 25: 2,99±0,36). Uma análise quantitativa indicou que a percentagem média de 

volumes de enfarte foi de 8% em hemisférios de camundongos tratados com veículo 

submetidos à pMCAO. Quando os camundongos foram tratados com 25 mg / kg de boldina, 

significativo volumes de enfarte diminuiu para 3% (Fig. 15). 

  

 

Figura 14: Visualização do dano neuronal isquêmico(n=6/grupo) representado pelas regiões 

não coradas (setas:extensão da área de infarto) por meio da coloração de TTC. As áreas de 

infarto apresentaram-se maiores nos animais submetidos à pMCAO em relação aos animais 

falso-operados. Os animais tratados com boldina na dose de 25 mg/kg apresentaram menores 

áreas de infarto comparados ao grupo pMCAO. 
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Figura 15: Efeito da boldina (8, 16, 25 mg/kg) sobre o dano cerebral isquêmico de 

camundongos submetidos à pMCAO (n=6/grupo). Os valores representam a média ± EPM. a 

vs FO, b vs pMCAO, p<0,05. Teste de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. 

5.3 Efeito da boldina (25mg/kg) sobre a viabilidade celular analisada pela coloração de 

cresil violeta no córtex temporal e corpo estriado de camundongos submetidos à 

pMCAO. 

 Os animais do grupo falso-operado mantiveram a viabilidade celular, caracterizada 

pela presença dos corpúsculos de Nissl no citoplasma de células com morfologia arredondada 

ou ovalada e núcleo centralizado. Essas características foram determinantes para a 

identificação das células Cresil (+). As células contadas como Cresil (-), apresentaram 

alterações morfológicas, como: ausência de corpúsculos de Nissl, relação núcleo-citoplasma 

diminuída e núcleos picnóticos. Os animais submetidos a pMCAO apresentaram uma redução 

significativa de células Cresil (+) e um aumento significativo de células Cresil (-), (Cresil (+): 

Córtex: FO: 83,08 ± 1,86; FO + B25: 76,40 ± 1,47; pMCAO: 22,95 ± 2,29; Estriado: FO: 

84,25 ± 1,43; FO + B25 : 81,70 ± 2,40; pMCAO: 32,43 ± 5,48; Cresil (-): Córtex: FO: 16,93 

± 1,78; FO + B25: 23,60 ± 1,58; pMCAO: 77,05 ± 2,38; Estriado: FO: 15,75 ± 1,43; FO + 

B25 : 18,30 ± 2,43; pMCAO: 67,58 ± 5,94). O tratamento com boldina, na dose de 25 mg/kg 
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no córtex temporal e corpo estriado preveniu, significativamente, os animais isquemiados da 

morte neuronal (Cresil (+): Córtex: pMCAO + B25: 68,18 ± 2,06; Estriado: pMCAO+B25: 

68,18±1,12; Cresil (-): Córtex: pMCAO + B25: 31,75 ± 2,06; Estriado: pMCAO+B25: 

31,83±1,12 (Figuras 16, 17 e 18). 
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Figura 16.Fotomicrografia (400x) representando o efeito da boldina sobre a viabilidade 

celular detectada pela coloração de cresil-violeta no córtex temporal e corpo estriado de 

camundongos submetidos à pMCAO. Pode-se perceber uma redução de células-Cresil (+) no 

grupo pMCAO e a ação protetora da boldina (25 mg/kg) nos animais isquemiados, 

(n=4/grupo). 
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Figura 17. Efeito da boldina (25 mg/kg) sobre a viabilidade celular analisada pela coloração 

de cresil-violeta no córtex temporal de camundongos submetidos à pMCAO. Foi avaliado em 

percentagem de células Cresil (+) e (-), (n=4/grupo). Os valores representam a média ± EPM. 

a vsFO, b vs pMCAO, p<0,05. Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. 
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Figura 18. Efeito da boldina (25 mg/kg) sobre a viabilidade celular analisada pelacoloração 

de cresil-violeta no corpo estriado de camundongos submetidos à pMCAO. Foi avaliado em 

percentagem de células Cresil (+) e (-), (n=4/grupo). Os valores representam a média ± EPM. 

a vsFO, b vs pMCAO, p<0,05. Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. 
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5.4 Efeito da boldina (25mg/kg) sobre a viabilidade celular analisada pela coloração de 

Fluoro-Jade C no córtex temporal e corpo estriado de camundongos submetidos à 

pMCAO. 

 Foi observado um número significativo de células Fluoro Jade C-positivas no córtex 

temporal e corpo estriado dos animais isquemiados em relação aos animais FO, indicando 

neurodegeneração (Córtex: FO:1,95±0,72 ; FO+B25:0,42±0,13 ; pMCAO: 108,8±14,69; 

Estriado: FO: 1,25±0,25 ; FO+B25: 1,00±0,00 ; pMCAO: 29,33±4,33;). Os animais tratados 

com boldina (25 mg/kg) apresentaram uma redução significativa dessa neurodegeneração no 

córtex temporal (pMCAO+B25: 36,0±5,45), mas não no estriado(Fig. 19, 20 e 21). 
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Figura 19. Fotomicrografia (400x) representando o efeito da boldina sobre a viabilidade 

celular detectada pela coloração de Fluoro-Jade C no córtex temporal e corpo estriado de 

camundongos submetidos à pMCAO. Pode-se perceber uma neurodegeneração pelo aumento 

do número de células com fluorescência no grupo pMCAO e a ação protetora da boldina (25 

mg/kg) nos animais isquemiados, (n=4/grupo). 
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Figura 20. Efeito da boldina (25 mg/kg) sobre a viabilidade celular analisada pelacoloração 

de Fluoro-Jade C no córtex temporal de camundongos submetidos à pMCAO, (n=4/grupo). 

Os valores representam a média ± EPM. a vsFO, b vs pMCAO, p<0,05. Testes de Kruskal-

Wallis e Mann-Whitney. 
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Figura 21. Efeito da boldina (25 mg/kg) sobre a viabilidade celular analisada pela coloração 

de Fluoro-Jade C no corpo estriado de camundongos submetidos à pMCAO, (n=4/grupo). Os 

valores representam a média ± EPM. a vsFO, p<0,05. Testes de Kruskal-Wallis e Mann-

Whitney. 
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5.5 Efeito da boldina (8, 16 e 25mg/kg) sobre atividade locomotora de camundongos 

submetidos à pMCAO. 

 Na avaliação da atividade locomotora, 72 horas após a isquemia, não foram 

observadas alterações significativas no número de crossings (cruzamentos) (FO: 97,29 ± 4,9; 

FO+B25: 93,78 ± 11,6; pMCAO: 84,63 ± 5,2; pMCAO+ B8: 92,00 ± 9,7; pMCAO +B16: 

95,11 ± 11,2; pMCAO+ B25: 101,6 ± 5,3) (Figura 22). No entanto, foi observada uma 

redução significativa no número de rearings (levantamentos) nos animais isquemiados em 

comparação com os animais falso-operados (FO: 18,67 ± 2,3; FO+ B: 13,11 ± 2,8; pMCAO: 

7,75 ± 1,2). O tratamento com boldina na dose de 25mg/kg diminuiu, significativamente, esse 

déficit motor (pMCAO+ B25: 11,89 ± 1,2), (Figura 23). 
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Figura 22: Efeito da boldina (8, 16, 25 mg/kg) sobre o número de crossings no teste de 

campo aberto de camundongos submetidos à pMCAO (n=9/grupo). Os valores representam a 

média ± EPM. 
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Figura 23. Efeito da boldina (8, 16 e 25 mg/kg) sobre o número de rearings de camundongos 

submetidos à pMCAO, avaliados no teste de campo aberto (n = 9/grupo). Os valores 

representam a média ± EPM. a vs FO, b vs pMCAO, p<0,05. Teste de Kruskal-Wallis e 

Mann-Whitney. 

5.6 Efeito da boldina (8, 16 e 25mg/kg) sobre a memória de trabalho de camundongos 

submetidos àpMCAO. 

  Os animais submetidos à pMCAO apresentaram déficit na memória de trabalho em 

relação aos animais falso-operados, 72 horas após a isquemia (% de alternações espontâneas: 

FO: 79,6 ± 2,0; FO + B 25: 71,7 ± 2,7; pMCAO: 59,4 ± 2,2). O tratamento com a boldina nas 

três doses avaliadas diminuiu, significativamente, os animais isquemiados desses déficits (% 

de alternações espontâneas: pMCAO + B 8: 73,7 ± 3,8; pMCAO + B 16: 70,4 ± 3,8; pMCAO 

+ B 25: 74,2 ± 1,6) (Figura 24). 
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Figura 24. : Efeito da boldina (8, 16, 25 mg/kg) sobre a memória de trabalho  de 

camundongos submetidos à pMCAO (n=9/grupo). Os valores representam a média ± EPM. a 

vs FO, b vs pMCAO, p<0,05. Teste de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. 

5.7 Efeito da boldina (8, 16 e 25 mg/kg) sobre a memória episódica de camundongos 

submetidos à isquemia pMCAO. 

 Os animais isquemiados apresentaram déficit na habilidade de reconhecer um novo objeto, 

96 horas após a isquemia, em relação aos animais falso-operados (Índice de reconhecimento: 

FO: 0,26 ± 0,05; FO + B 25: 0,36 ± 0,08; pMCAO: 0,05 ± 0,05), significando um déficit na 

memória episódica. O tratamento com a boldina na dose de 25 mg/kg diminuiu, 

signicativamente, este déficit comparado com os animais submetidos a pMCAO (Índice de 

reconhecimento: (pMCAO + B25: 0,46 ± 0,06) (Figura 25). 
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Figura 25. Efeito da boldina (8, 16, 25 mg/kg) sobre a memória episódica de camundongos 

submetidos à pMCAO (n=9/grupo). Os valores representam a média ± EPM. a vs FO, b vs 

pMCAO, p<0,05. Teste de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. 

 

5.8 Efeito da boldina (8, 16 e 25mg/kg) sobre a memória espacial de camundongos 

submetidos à pMCAO. 

 Na avaliação do aprendizado na memória espacial realizado 48 e 72 horas após a 

isquemia, não houve diferença significativa entre os grupos. Esse resultado mostra que todos 

os animais foram capazes de aprender a tarefa. No entanto, foi observado que os animais 

falso-operados iniciaram o aprendizado a partir do terceiro treino e os animais isquemiados 

iniciaram o aprendizado somente a partir do sexto treino, indicando um atraso de 

aprendizagem desses animais, porém sem significância estatística. Os animais submetidos à 

pMCAO e tratados com a boldina (25 mg/kg) apresentaram um aprendizado semelhante aos 

animais do grupo FO (Figura 26). 

 Na avaliação da retenção da memória espacial, 5 dias após a isquemia, os animais 

isquemiados apresentaram déficits significativos nos parâmetros: latência para alcançar a 

plataforma, número de cruzamentos e tempo de permanência no quadrante em relação aos 
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animais falso-operados (Latência: FO: 2,88±0,26; FO+B25: 4,11±0,45;pMCAO: 10,11±2,36. 

Número de cruzamentos: FO: 7,66±0,33; FO+B25: 7,00±0,81; pMCAO: 4,88±0,35. Tempo 

de permanência: FO: 30,33±1,77; FO+B25: 25,22±1,54; pMCAO: 15,33±1,66. O tratamento 

com a boldina (25 mg/kg) preveniu, significativamente, esses déficits (Latência: pMCAO 

+B8:5,00±0,66; pMCAO+ B16: 8,00±1,11; pMCAO+B25: 4,11±0,45. Número de 

cruzamentos: pMCAO+B8: 5,87±0,63; pMCAO+B16: 5,66±0,50; pMCAO+B25: 6,88±0,35. 

Tempo de permanência: pMCAO+B8: 26,63±2,17; pMCAO+B16: 25,38±2,23; 

pMCAO+B25: 33,25±0,88) (Figuras 27, 28 e 29). No parâmetro tempo de permanência, as 

doses de 8 e 16 foram efetivas em prevenir o déficit de memória espacial 
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Figura 26. Efeito da boldina sobre o aprendizado de camundongos submetidos a pMCAO, 

avaliados no parâmetro: tempo de latência para alcançar a plataforma nas sessões de treinos 

(n=9/grupo). Os valores representam a média ± EPM. a vs FO, b vs pMCAO, p<0,05. Teste 

de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney, teste de Bonferroni. FO-animais falso-operados; V- 

veículo; pMCAO- oclusão da artéria cerebral média permanente; B25-boldina na dose de 

25mg/kg. 
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Figura 27. Efeito da boldina (8, 16, 25 mg/kg) sobre  a memória espacial de camundongos 

submetidos à pMCAO,  avaliada  através do parâmetro: latência  para alcançar a 

plataforma(n=9/grupo). Os valores representam a média ± EPM. a vs FO, b vs pMCAO, 

p<0,05. Teste de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. 
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Figura 28. Efeito da boldina (8, 16, 25 mg/kg) sobre a memória espacial de camundongos 

submetidos a pMCAO, avaliada através do parâmetro: número de cruzamentos (n=9/grupo). 
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Os valores representam a média ± EPM. a vs FO, b vs pMCAO, p<0,05. Teste de Kruskal-

Wallis e Mann-Whitney. 
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Figura 29. Efeito da boldina (8, 16, 25 mg/kg) sobre a memória espacial de camundongos 

submetidos a pMCAO, avaliada através do parâmetro: tempo de permanência no quadrante 

(n=9/grupo). Os valores representam a média ± EPM. a vs FO, b vs pMCAO, p<0,05. Teste 

de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. 

5.9 Efeito da boldina (8, 16 e 25mg/kg) sobre a memória aversiva de camundongos 

submetidos à pMCAO. 

 Os animais submetidos à isquemia apresentaram déficits significativos na memória 

aversiva, recente e tardia, respectivamente, 72 e 96 horas após pMCAO comparados com os 

animais controle (Mem. Recente: FO: 215,0±35,19; FO + B25: 251,2±23,7; pMCAO: 

62,1±17,25; Mem. Tardia: FO: 292,4±7,5; FO + B25: 251,2±23,7; pMCAO: 93,78±27,6). A 

boldina diminuiu, significativamente, esse déficit na dose de 25mg/kg (Mem. Recente: 

pMCAO + B25: 215,1±32,8; Mem. Tardia: pMCAO + B25: 282,9±17,1) (Figura 30). 
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Figura 30. Efeito da boldina (8, 16, 25 mg/kg) sobre a memória aversiva de camudongos 

submetidos à pMCAO (n=9/grupo). Os valores representam a média ± EPM. a vs FO, b vs 

pMCAO, p<0,05. Teste de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney.   

5.10 Efeito da boldina (25mg/kg) sobre a atividade da mieloperoxidase no córtex e 

estriado de camundongos submetidos à pMCAO. 

 Na avaliação da atividade da enzima mieloperoxidase, 24 horas após pMCAO, os 

animais isquemiados apresentaram um aumento significativo da atividade de MPO no córtex 

temporal (FO: 7,08 ± 0,87 u/mg/tecido; FO + B25: 5,18 ± 0,94 U/mg de tecido; pMCAO: 

25,56 ± 3.06 U/mg de tecido). Não houve alteração significativa da atividade de MPO no 

corpo estriado. O tratamento com boldina (25mg/kg) reduziu, significativamente, estes 

valores no córtex (pMCAO+ B25 : 5,87 ± 1,01 U/mg de tecido) (Figura 31). 
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Figura 31. Efeito da boldina (25mg/kg) sobre a atividade da enzima MPO no córtex temporal 

e no corpo estriado, 24h após pMCAO. Os valores representam a média ± EPM. a vc FO, b vs 

pMCAO, p<0,05. Testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. 

 

5.11 Efeito da boldina (25mg/kg) sobre a imunoreatividade de iNOS no córtex temporal 

e corpo estriado de camundongos submetidos à pMCAO. 

 Os animais isquemiados apresentaram um aumento significativo da imunoreatividade 

para iNOS, 120 horas após a indução isquêmica no córtex temporal e no corpo estriado 

comparados aos animais falso-operados (Nº de células Inos (+) - Córtex: FO: 26,00±3,87; FO 

+ B25: 22,50±4,40; pMCAO: 229,8±22,76); Estriado: FO: 28,25±5,15; FO + B25: 

22,00±6,54; pMCAO: 142,00±32,04). A boldina na dose de 25mg/kg diminuiu, 

significativamente, essa imunoreatividade, tanto no córtex temporal (Nº de células Inos (+) - 

pMCAO + B25: 56,75±10,27), quanto no corpo estriado (pMCAO + B25: 38,00±8,49) 

(Figura 32 e 33). 
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Figura 32.Fotomicrografia (400x) da imunoreatividade de iNOS no córtex temporal e corpo 

estriado de camundongos submetidos à pMCAO e tratados com boldina na dose de 25 mg/kg, 

(n=4/grupo). 



76 
 

V B 25 V B 25
0

100

200

300
Córtex

Estriado

a

a

b
b

FO pMCAO

N
º 

d
e
 C

é
lu

la
s
 i

N
O

S
 (

+
)

 

Figura 33. Efeito da boldina (25 mg/kg) sobre a imunoreatividade de iNOS no córtex 

temporal e estriado de camundongos submetidos à pMCAO, (n=4/grupo). Os valores 

representam a média ± EPM. a vs FO, b vs pMCAO, p<0,05. Testes de Kruskal-Wallis e 

Mann-Whitney. 

5.12 Efeito da boldina (25mg/kg) sobre a imunoreatividade de TNF-α no córtex 

temporal e corpo estriado de camundongos submetidos à pMCAO. 

 Os animais submetidos a pMCAO apresentaram um aumento significativo da 

imunoreatividade para TNF-α, avaliado pelo número de células TNF-α (+), 120 horas após a 

indução isquêmica no córtex temporal e no corpo estriado comparados aos animais falso-

operados. (Nº de células TNF-α (+) - Córtex: FO: 6,00±1,22; FO + B25: 5,00±1,08; pMCAO: 

40,50±3,97); Estriado: FO: 3,00±0,81; FO + B25: 4,00±0,71; pMCAO: 22,00±3,76). O 

tratamento com a boldina na dose de 25 mg/kg diminuiu, significativamente, essa 

imunoreatividade, tanto no córtex temporal (Nº de células TNF-α (+) - pMCAO + B25: 

19,00±1,68), quanto no corpo estriado (pMCAO + B25: 7,75±0,75) (Figura 34 e 35). 
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Figura 34. Fotomicrografia (400x) da imunoreatividadedeTNF-α no corpo estriado de 

camundongos submetidos à pMCAO e tratados com boldina na dose de 25 mg/kg, 

(n=4/grupo). 
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Figura 35. Efeito da boldina (25 mg/kg) sobre a imunoreatividade de TNF-α no córtex 

temporal e corpo estriado de camundongos submetidos à pMCAO, (n=4/grupo). Os valores 

representam a média ± EPM. a vs FO, b vs pMCAO, p<0,05. Testes de Kruskal-Wallis e 

Mann-Whitney. 

5.13 Efeito da boldina (25mg/kg) sobre a ativação de astrócitos evidenciada através da 

imunoreatividade para aGFAP no córtex temporal e no corpo estriado de camundongos 

submetidos à pMCAO. 

Os animais isquemiados apresentaram aumento significativo da média da intensidade de 

imunofluorecência (MIF) para GFAP, mostrando astrogliose reativa no córtex temporal (MIF 

- FO: 100,7±7,19; FO+B25: 178,8±19,54; pMCAO: 1389,00±228,5) e corpo estriado (MIF - 

FO: 61,13±16,36; FO+B25: 127,2±40,26; pMCAO: 890,8±80,96), comparados com os 

animais falso-operados. O tratamento com a boldina na dose de 25mg/kg diminuiu, 

significativamente, essa astrogliose reativa, tanto no córtex (MIF - pMCAO+B25: 

700,2±31,67), quanto no corpo estriado (MIF - pMCAO+B25: 607,1±48,33) (Figura 36 e 37). 
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Figura 36.Fotomicrografia (400x) da astrogliose reativa evidenciada pela imunoreatividade 

de GFAP no córtex temporal e corpo estriado de camundongos submetidos à pMCAO e 

tratados com boldina, (n=4/grupo). 
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Figura 37. Efeito da boldina (25 mg/kg) sobre a astrogliose reativa evidenciada pela média da 

intensidade de imunofluorecência (MIF) de GFAP no córtex temporal e corpo estriado de 

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

pMCAO, p<0,05. Testes deKruskal-Wallis e Mann-Whitney. 
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6. DISCUSSÃO 

O AVE é causado por oclusão ou ruptura de vasos sanguíneos que comprometem a 

oxigenação e o fornecimento de nutrientes ao cérebro. É uma das principais causa de morte e 

incapacidade física e mental em todo o mundo com significativo impacto clínico e 

socioeconômico. No Brasil, os acidentes vasculares encefálicos promoveram a morte de 

99.159 pessoas em 2010 e em 2011, 172.298 foram hospitalizadas por AVE (GARCIA, 

2012). Assim, torna-se evidente a necessidade de estudos que visem novas terapias capazes de 

melhorar a qualidade de vida dessas vítimas. 

Este estudo é pioneiro em reportar evidências pré-clínicas do efeito neuroprotetor da 

boldina sobre a neuroinflamação e déficits de memória em camundongos submetidos à 

isquemia cerebral focal pela oclusão permanente da artéria cerebral média (pMCAO). A 

boldina ((S)-2,9-dihydroxy-1,10-dimethoxy-aporphine) é um alcaloide aporfínico, abundante 

nas folhas e casca da espécie Peumus boldus Molina (boldo do Chile), com propriedades anti-

inflamatórias e antioxidantes (BACKHOUSE et al., 1994; LAU et al., 2013; O'BRIEN, 

2006). Entretanto, não há registros na literatura de sua ação neuroprotetora por vias anti-

inflamatórias (TNF-α, NFkB, IL-6, COX, NO, IL1β) in vivo em modelos de AVE 

experimental (CHANG et al., 2012). 

As vítimas de AVE isquêmico podem apresentar déficits cognitivos (FRERET et al., 

2009), assim no presente trabalho foi avaliado o efeito da boldina sobre a extensão do dano 

cerebral, sobre os déficits mnemônicos e neuroinflamação em animais submetidos ao modelo 

de isquemia cerebral focal por oclusão permanente da artéria cerebral média (pMCAO). A 

pMCAO é um modelo padronizado para a indução de isquemia cerebral focal em roedores e 

produz uma lesão isquêmica que envolve as regiões cerebrais do córtex temporal e corpo 

estriado ( LIPTON, 1999; TAMURA et al., 1981).  

Vinte e quatro horas após à pMCAO os animais foram submetidos a avaliação 

neurológica através da escala descrita por Garcia et al. (1995). No presente trabalho 

observamos que os animais isquemiados apresentaram significativos déficits sensório-motores 

24 horas após pMCAO. Esses resultados estão de acordo com os achados de Huang e 

colaboradores (2014) que em seu estudo utilizando o mesmo modelo (pMCAO) e um 

alcalóide, a Rhynchophylline(Rhy), eles observaram que após a isquemia a Rhy melhorou os 

déficits neurológicos, área de infarto e o edema cerebral. Os déficits sensório-mortores 
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analisados na escala de Garcia et al., 1995 estão relacionados ao comprometimento de regiões 

cerebrais específicas, como os núcleos da base (GARCIA et al., 1995). O tratamento 

intraperitoneal com boldina na dose de 25 mg/kg, diminuiu a extensão da área de infarto  e 

déficits neurológicos após indução isquêmica. Esse efeito neuroprotetor sobre os déficits 

neurológicos também foi demonstrado por outros alcalóides, como, vinpocetina (WANG et 

al., 2014) e oximatrina (LIU et al., 2009). No estudo de Wang e colaboradores, (2014) usando 

um modelo de isquemia-reperfusão eles observaram que o edema cerebral está associado à 

expressão de NF-kB e TNF-α e Liu e colaboradores, (2009) trabalhando com o mesmo 

modelo do nosso estudo(pMCAO) eles observaram que a diminuição do volume de infarto 

pela oximatrina foi por meio da redução da expressão do NFkB. 

Nossos resultados mostraram que os animais submetidos à pMCAO apresentaram um 

percentual de 8% de área de infarto no córtex e corpo estriado, 24 h após a indução isquêmica, 

comparados aos animais controle, corroborando também com os achados de Zhang e 

colaboradores, (2012) que usando o mesmo modelo de isquemia (pMCAO) observaram que a 

berberina reduziu a área de infarto. O tratamento com boldina na dose de 25 mg/kg, reduziu 

significativamente a extensão da área de infarto (3%) nos animais submetidos à pMCAO, 

mostrando, assim, efeito neuroproteror contra a lesão cerebral isquêmica precoce. Esses 

achados são semelhantes aos encontrados com os alcaloides vinpocetina (WANG et al., 2014) 

e oximatrina (LIU et al., 2009). No estudo de Liu e colaboradores, (2009), usando o mesmo 

modelo de isquemia (pMCAO), eles chegaram a conclusão que a oxymatrina reduziu a área 

de infarto e este efeito pode ter sido devido a diminuição da expressão do NF-kB. 

Em lesões cerebrais isquêmicas há uma significativa perda da viabilidade celular nas 

regiões de core e penumbra. O córtex e o corpo estriado são áreas cerebrais geralmente 

atingindas (RIVERA et al., 2008). Para avaliar a viabilidade celular nós usamos a coloração 

de Cresil violeta e Fluoro-Jade C. A coloração de Cresil violeta é empregada para detectar 

corpúsculos de Nissl encontrados no citoplasma dos neurônios. Esses, são compostos por 

RNA, servindo como indicador de viabilidade neuronal. Durante a morte neuronal promovida 

por AVE, doença de Parkinson ou traumas, esses corpúsculos desaparecem. Esse fenômeno é 

denominado cromatólise (SCORZA et al., 2005). O fluoro-jade C é um fluorocromo 

derivados de fluoresceína, utilizado rotineiramente para detectar neurônios em degeneração. É 

uma coloração alternativa de métodos tradicionais para análise de morte neuronal, tais como 

as colorações de hematoxilina e eosina, de Nissl ou de prata. No entanto, o mecanismo de 

quimiomarcação por Fluoro-jade C permanece desconhecido (SCHMUED et al., 1997). 
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Neste estudo, os animais submetidos à pMCAO apresentaram uma perda significativa 

da viabilidade neuronal tanto no córtex, quanto no corpo estriado, 5 dias após a indução 

isquêmica, comparados aos animais controle. Os animais isquemiados apresentaram 20% de 

células Cresil violeta positiva. Nossos resultados são consistentes com os de Türeyen e 

colaboradores, (2004) onde eles observaram que as colorações de TTC e Cresil violeta 

mostraram um elevado grau de correlação entre a área de enfarte e o volume, indicando que 

ambos os métodos são adequados para a produção de medições precisas de infartos cerebrais 

experimentais. Os animais tratados com a boldina, 80% das células do córtex e do estriado 

foram coradas com Cresil violeta, mostrando, assim, o efeito neuroprotetor da boldina e 

correlação com a coloração do TTC. Nossos resultados corroboram com os de Yoo e 

colaboradores, (2006) onde foi avaliado o efeito neuroprotetora do extrato de berberry em um 

modelo de isquemia transitória e eles observaram que os animais isquemiados apresentaram 

11,4% de células Cresil positivas e os animais tratados com o extrato de berberry 60-75% de 

células foram coradas com Cresil violeta quatro dias após o insulto isquêmico. Eles sugeriram 

que o efeito neuroprotetora do extrato de berberry contra o dano isquêmico seja através da 

redução da atividade do receptor NMDA (NR1). Vários mecanismos têm sido propostos para 

explicar como acontece essa morte neuronal, incluindo ativação excessiva de receptores 

glutamatérgicos, excesso de Ca2+ citoplasmático, estresse oxidativo e inflamação. Nosso 

trabalho mostrou que os animais isquemiados apresentaram uma grande quantidade de células 

fluoro-jade C positivas cinco dias após a isquemia. No estudo de Liu e colaboradores (2009) 

eles observaram que o maior número de células fluoro-jade C positivas foi identificado 24h 

após OACM. A boldina na dose de 25mg/kg diminuiu esse dano neuronal, onde observamos 

que o número de células coradas com fluoro-jade C reduziu para 30%, em comparação com 

os animais isquemiados. Nossos resultados corroboram com os de Yang e colaboradores 

(2011) que trabalhando com modelo de isquemia cerebral observaram a presença de dano 

neuronal e que o biphalin, agonista de receptor opioide, diminuiu essa neurodegeneração no 

córtex, estriado e hipocampo após isquemia evidenciada pela redução da coloração de fluoro-

jade C. O efeito de proteção da boldina no dano neuronal provavelmente seja devido a sua 

ação anti-inflamatória e antioxidante comprovada em vários estudos (SPEISKY et al., 1991; 

LANHERS et al., 1991; BACKHOUSE et al., 1994; ZETLER, 1988). 

Os pacientes de AVE apresentam disfunções motoras. A mais evidente é a hemiparesia. 

A hemiparesia é caracterizada por uma perda significativa da atividade dos músculos que 

controlam o tronco e os membros, particularmente nos músculos responsáveis pela flexão, 
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rotação e flexão lateral. O indivíduo com hemiparesia tem dificuldade de manter-se em uma 

posição de assimetria postural, com distribuição de peso corporal igual.  Essa assimetria 

prejudica a realização de movimentos com o tronco e membros, podendo ocasionar quedas ao 

portador (GOMES et al., 2006).  

No nosso estudo, a atividade locomotora dos animais foi analisada no teste de campo 

aberto, através da observação da exploração horizontal (crossings) e da exploração vertical 

(rearigns). Neste teste pode se avaliar a função mesocorticoestriatal (KALIVAS et al., 1988). 

Animais submetidos à MCAO geralmente apresentam alterações na atividade locomotora, 

pois o dano cerebral provocado por esse modelo causa a morte de neurônios no córtex e corpo 

estriado (SHEN e WANG, 2010). 

Não foram observadas alterações significativas na exploração horizontal realizada pelos 

animais isquemiados. No entanto, esses animais apresentaram uma diminuição significativa 

da exploração vertical, corroborando com os resultados de SHEN e WANG (2010), os quais 

concluíram que a atividade locomotora vertical e assimetria corporal são índices 

comportamentais úteis para estimar o tamanho da lesão em roedores após MCAO. Contudo, 

essa alteração não comprometeu os animais a realizarem os testes de memória. Esses 

resultados também são consistentes com os de Carmo et al. (2014) e Fernandes et al. (2014). 

O tratamento com a boldina na, dose de 25 mg/kg, protegeu os animais da redução do número 

de rearings,  estando de acordo com o estudo de Zhou e colaboradores (2008) em que eles 

observaram que a ação anti-apoptótica da berberina pode indicar o mecanismo da prevenção 

na diminuição da atividade exploratória vertical. 

Além das alterações motoras, o AVE acarreta déficits cognitivos, disfunções 

somatossensitivas e funcionais, de linguagem e do sono (HERMANN, 2003). Existem vários 

modelos animais para se estudar a memória em animais. Um deles é o Labirinto em Y (Y-

maze), que permite ao pesquisador, avaliar o comportamento de alternações espontâneas em 

animais, servindo esse como medida de memória de trabalho (KIM et al., 2006). Tem como 

fundamento a tendência dos animais de explorar “o novo”. Ainda, nesse modelo, são 

descartadas influências como artifícios motivacionais ou emocionais. Também, esse teste 

proporciona uma dissociação entre aprendizagem e memória, visto que não é necessário 

aprender regras (DELLU et al., 1994). As estruturas cerebrais relacionadas nesse tipo de 

memória são: o córtex pré-frontal e o hipocampo. O córtex pré-frontal está interligado ao 

hipocampo ventral e indiretamente ao hipocampo dorsal através do tálamo (YOO et al., 
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2008). A exploração de um novo ambiente nos animais depende da integridade de sistemas 

límbicos e não límbicos como o hipocampo, prosencéfalo basal, o corpo estriado dorsal, além 

do sistema vestibular, o córtex pré-frontal, o tálamo e cerebelo (LALOND, 2002). 

O modelo animal de pMCAO produz déficits mnemônicos em roedores (WILLING et 

al., 2003; TAMURA et al., 2001). Zhou et al. (2014) observaram que a isquemia seguida de 

reperfusão (MCAO) induzia déficits na memória de trabalho em ratos avaliados no labirinto 

em Y. No nosso estudo, os animais submetidos à pMCAO apresentaram déficits na memória 

de trabalho 72 h após a indução isquêmica. O tratamento com a boldina nas doses de 8, 16 e 

25 mg/kg preveniu significativamente esses déficits.  

Vários estudos reportaram efeitos de alcaloides sobre a prevenção e tratamento de 

doenças neurológicas que predispõem os acometidos ao desenvolvimento de demência (SU et 

al., 2014; GIBBS et al., 2011; DESHMUKH et al., 2009; POLICH e GLÓRIA, 2001). Por 

exemplo, a vinpocetina melhorou o desempenho de ratos no Y-maze, quando induzidos a 

déficits de memória por neurotoxicidade por NMDA. Esses efeitos benéficos sobre a memória 

podem estar relacionados à ação neuroprotetora da vinpocetina contra o dano cerebral e 

ativação microglial (NYAKAS et al., 2009). 

A tarefa de reconhecimentos de objetos foi realizada neste trabalho com o intuito de 

estudar a memória episódica. Essa tarefa se baseia na tendência natural do animal em buscar o 

novo (BESHEER, 2006). As áreas cerebrais relacionadas com esse tipo de memória são, 

principalmente o hipocampo e córtex perirrinal (WINTERS et al., 2008). Vários estudos 

mostram que essa tarefa é um modelo útil para testar a memória de reconhecimento em 

camundongos e que o bloqueio do sistema colinérgico central prejudica essa forma de 

memória (Ennaceur e Delacour, (1988); Dodart et al., 1997; Garcia-Moreno et al., 2002 ).  No 

nosso trabalho, os animais submetidos à indução isquêmica apresentaram déficit na memória 

episódica. Esses resultados são consistentes com os de Mcauliffe e colaboradores (2009), que 

demonstrou que camundongos submetidos à hipóxia/isquemia apresentam baixo desempenho 

na tarefa de reconhecimento de objetos.    

A boldina (25 mg/kg) preveniu, significativamente, os animais isquemiados desse 

déficit. Esses resultados estão de acordo com os encontrados por Le et al. (2013), que 

demonstraram que o extrato alcoólico de Bacopa monnieri, foi capaz de diminuir déficits de 

memória episódica dos animais, pela capacidade de estimular a transcrição de BDNF, que é 

um fator neurotrófico intimamente relacionado a sinalização sináptica e envolvido no 
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processo da memória. O extrato alcoólico de Bacopa monnieri é rico em alcaloides como, 

hidrocotilina, brahmina e herpestina (MATHEW, et al., 2010). 

O labirinto aquático de Morris foi utilizado neste trabalho para avaliar a memória 

espacial, segundo descrito por Morris (1984). As áreas cerebrais relacionadas com esse tipo 

de memória são especialmente o hipocampo e o corpo estriado (BLOCK et al.,  1993). Nosso 

trabalho mostrou que os animais do grupo pMCAO apresentaram déficit na memória espacial 

quando avaliamos os parâmetros de latência, número de cruzamentos e tempo de permanência 

no quadrante, corroborando com o de Yonemori e colaboradores, (1996).  

O tratamento com boldina na dose de 25mg/kg preveniu os animais pMCAO dos 

déficits de memória espacial nos parâmetros de latência, permanência e cruzamentos, e  nas 

doses de 8, 16 e 25 preveniu os animais pMCAO dos déficits de memória espacial no 

parâmetro de tempo de permanência no quadrante. No modelo de oclusão pMCAO utilizado 

neste estudo, o córtex cerebral e estriado são lesionados diretamente, mas o hipocampo não  é 

lesionado diretamente (TAMURA et al., 1981; OKADA et al., 1995a), embora tenha 

possibilidades de danos secundários para o hipocampo contribuindo para a diminuição da 

retenção da memória espacial. A galantamina, um outro alcaloide, preveniu 

significativamente o déficit da memória espacial de gerbil submetidos à isquemia-reperfusão. 

Esse resultado deve-se a seu efeito protetor observado nas células da região CA1 do 

hipocampo, pela capacidade da galantamina em inibir a acetilcolinesterase, inibir o estresse 

oxidativo pela eliminação de EROS, induzir a proteína anti-apoptótica Bcl-2 e ainda, 

potencializar a atividade do receptor nicotínico, facilitando a transmissão sináptica (LORRIO 

et al., 2009).  

A esquiva passiva é um modelo clássico para se estudar a memória aversiva em 

modelos animais (DEVRIES et al., 2001). A esquiva passiva do tipo step-down “descer um 

degrau” é fundamentada no comportamento natural que os animais possuem de explorar além 

da plataforma, mas também de se esquivar da situação aversiva gerada pelo choque na parte 

gradeada do aparato (IZQUIERDO e MEDINA, 1997). Animais submetidos à isquemia 

cerebral por pMCAO apresentam déficits nas memórias recente e tardia avaliadas no teste de 

esquiva passiva (DENOBLE et al., 1986). No estudo de DeNoble e colaboradores (1986), eles 

observaram que a vinpocetina administrado 60 minutos antes do teste para a retenção 

aumentou significativamente o tempo de latência para descer da plataforma para a grade 
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eletrificada, mostrando que a vinpocetina tem habilidades de ativação de cognição, conforme 

definido em um modelo animal de recuperação da memória. 

Nesse estudo, os animais submetidos à pMCAO apresentaram déficits na memória 

aversiva 72 h após a indução isquêmica. O tratamento com a boldina nas doses de 25 mg/kg 

pretegeu esses déficits. Esses resultados são consistentes com os de Ji et al., (2007) que 

mostraram os efeitos protetores da galantamina sobre os déficits de memória aversiva e 

recuperação das células da região CA1 do hipocampo em  animais submetidos a isquemia 

cerebral global transitória.  

O efeito neuroprotetor da boldina pode estar envolvido tanto a sua ação antioxidante, 

demonstrada em outros estudos (SPEISKY et al., 1991; CASSELS et al., 1995; 

FERNÁNDEZ et al., 2009;  ), quanto a sua ação anti-inflamatória, já que moléculas que 

podem interferir com a produção de EROS podem, também, possuir propriedades anti-

inflamatórias (BACKHOUSE et al., 1994; GOTTELAND et al., 1997). A boldina, diante de 

um dano neurológico, é neuroprotetora (mostrado pelas colorações onde células dos animais 

tratados com a boldina são recuperadas), e pelos estudos de memória (onde a boldina 

diminuiu déficits nos modelos estudados). Essa neuroproteção pode estar relacionada tanto a 

sua ação antioxidante, quanto a sua ação anti-inflamatória. Deste modo, o presente trabalho 

propôs estudar a ação anti-inflamatória da boldina em animais submetidos à pMCAO e 

verificar se esse efeito foi , pelo menos em parte, responsável pela neuroproteção. 

A neuroinflamação é um processo determinante para a progressão do dano isquêmico 

(HOU et al., 2012; WU et al., 2014). Vários distúrbios circulatórios e outras doenças 

neurodegenerativas estão relacionados com uma resposta inflamatória generalizada (McGeer, 

1992). A hipóxia e consequente estresse oxidativo sensibiliza o sistema imunológico residente 

no cérebro (BROUGHTON et al., 2013). É desencadeada uma regulação positiva de 

quimiocinas que conduz a quimiotaxia de células do endotélio vascular para o parênquima 

cerebral isquêmico, promovendo a quebra da barreira hemato-encefálica (BHE), 

especialmente em torno da penumbra. Essas células liberam vários agentes tóxicos, tais como 

metaloproteinases de matriz (MMPs), óxido nítrico (NO) e outros mediadores responsáveis 

pelo processo inflamatório no AVE (HAN e YENARI, 2003). 

Os neutrófilos são os primeiros leucócitos a invadirem o foco isquêmico. Em um 

modelo de isquemia cerebral transitória, os neutrófilos apresentaram-se presentes em torno 
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das primeiras 4 a 6 horas (NILUPUL et al., 2006). Em outro estudo utilizando o mesmo 

modelo, foi observado que a redução do infarto cerebral foi relacionada ao bloqueio da 

migração neutrofílica (YENARI et al., 1998). A MPO é uma enzima presente nos grânulos 

azulófilos dos neutrófilos (WANG et al., 2013) e sua atividade enzimática elevada foi 

estabelecida como indicação quantitativa de infiltração leucocitária na neuroinflamação em 

animais isquemiados (SHI et al., 2014).  

Nesse estudo avaliamos a atividade da MPO após 24h a pMCAO e observamos que os 

animais isquemiados apresentaram um aumento da atividade de MPO no córtex temporal 

ipsilateral. Tu e colaboradores (2010), trabalhando com o mesmo modelo de isquemia, 

observou um aumento da atividade da mieloperoxidase, 24h após a isquemia. Os animais 

isquemiados, quando tratados com a boldina, na dose 25mg/kg, apresentaram esta atividade  

diminuída. Os efeitos citoprotetores e antiinflamatórios da boldina sobre o aumento da 

atividade de MPO também foram documentados em um modelo experimental de colite aguda 

(GOTTELAND et al., 1997). 

As células da glia (micróglia e astrócitos) são os principais responsáveis pela resposta 

inflamatória do sistema nervoso central (SRIRAM e O’CALLAGHAN, 2007). A microglia 

constitui aproximadamente 5-10% de todas as células do cérebro, e é considerada o sistema 

imune residente do cérebro. Participam da defesa do cérebro contra a infecção, e são ativadas 

sob condições de trauma, isquemia, neurodegeneração (EL KHOURY et al., 1998). Os 

astrócitos são outras células da glia que aparecem ativados no processo inflamatório após 

AVE, levando a expressão da proteína ácida fibrilar glial (GFAP), evento esse, conhecido 

como astrogliose reativa (PEKNY e NILSSON, 2005). Os astrócitos ativados contribuem para 

a neuroinflamação secretando citocinas e quimiocinas, bem como, a óxido nítrico sintetase 

induzível (iNOS) (DONG e BENVENISTE, 2001). Essa cascata imune é crucial para o 

desenvolvimento do infarto cerebral (IADECOLA e ANRATHER, 2011). Terapias anti-

inflamatórias têm demonstrado ser eficaz no combate a progressão da lesão em modelos 

animais de isquemia através da inibição de mediadores inflamatórios (HUANG et al., 2014). 

Neste estudo, os animais submetidos à pMCAO apresentaram um aumento da 

expressão de GFAP, no córtex e corpo estriado, 5 dias após a indução isquêmica. Zhu e 

colaboradores (2000) revelaram em ratos submetidos a isquemia cerebral focal transitória, que 

a expressão de GFAP inicia-se com 4 a 24 horas após o insulto, atingindo um pico em torno 

de 4 dias, persistindo até 28 dias. No presente trabalho observou-se que os animais 
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isquemiados (pMCAO) e tratados com a boldina apresentaram uma redução da expressão de 

GFAP no córtex e no estriado ipsilateral. Este é o primeiro relato da ação da boldina sobre a 

ativação astrocitária. Estudos anteriores têm demonstrado o efeito neuroprotetor de vários 

alcaloides contra a ativação astrocitária no AVE isquêmico experimental in vivo. Por 

exemplo, a berberina é um alcaloide isoquinolinico. Sua administração nas doses de 50 e 100 

mg/kg, vo,  uma vez por dia, reduziu significativamente a atividade astrocítica (GFAP) no 

hipocampo de ratos com  diabetes induzidos por streptozotocina (STZ) (MOGHADDAM et 

al., 2014). Também a cafeína, um alcaloide antagonista dos receptores de adenosina A(1) e 

A(2A), diminuiu a astrogliose em ratos diabéticos do tipo 2 (DUARTE et al., 2012). 

A resposta glial ativa fatores de transcrição pró-inflamatório como o NF-kB e 

subsequente expressão de genes de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α e iNOS na região 

isquêmica ipsilateral (YU et al., 2013). As citocinas têm sido implicadas em diversos 

mecanismos, que podem potencializar a lesão isquêmica cerebral, tais como a liberação da 

forma induzível da enzima óxido nítrico sintetase pelos astrócitos; o recrutamento, a ativação 

e a adesão leucocitárias ao endotélio; a promoção do estado pró-coagulante endotelial e a 

regulação do processo da apoptose. O TNF-α participa ativamente dos mecanismos de lesão 

cerebral que ocorrem  no AVE (OYGÜR et al., 1998; SHALAK et al.,2002). 

O TNF-α, começa a elevar-se na primeira hora após a oclusão da artéria cerebral 

média, com pico de resposta à isquemia em 6 a 12 horas (BARONE et al., 1997; 

YAMASAKI et al., 1995). Em modelos animais de AVE o aumento da expressão de TNF-α 

tem sido observado tanto em neurônios (LIU et al., 1994), quanto em astrócitos (UNO et al., 

1997). A inibição da expressão de TNF-α tem demonstrado diminuir o dano cerebral (YANG 

et al., 1998). Ainda, MCAO induz a um aumento significativo da expressão de  NF-kB, que, 

por sua vez, faz a mediação da transcrição do TNF-α e expressão do seu mRNA no prazo de 7 

dias após o evento isquêmico (TANG et al., 2014). 

O óxido nítrico (NO) está envolvido numa variedade de processos biológicos, 

incluindo, a defesa do hospedeiro, regulação do tônus vascular e modulação da resposta 

imune. Através da oxido nítrico sintetase o NO é sintetizado a partir da L-arginina. Até então, 

existem três isoformas da oxido nítrico sintetase: neuronal ( nNOS ou NOS-1), NOS induzível 

( iNOS ou NOS-2) e endotelial ( eNOS ou NOS-3). A iNOS é encontrada exclusivamente no 

processo inflamatório. A expressão de iNOS tem se mostrado em células da micróglia e 

astrócitos em modelos animais de AVE (IADECOLA et al., 1995). 
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No presente estudo, os animais submetidos à pMCAO apresentaram imunoreatividade 

para TNF-α e iNOS no córtex e no estriado ipsilateral. Hou e colaboradores (2012) 

observaram que a isquemia cerebral provocava um aumento significante de vários mediadores 

inflamatórios, tais como, interleucina-1 (IL-1), fator de necrose tumoral (TNF-α), óxido 

nítrico sintetase induzível (iNOS), e fator nuclear kappa beta (NF-kB) sendo consistente com 

os nossos resultados. A boldina reduziu significativamente a expressão de TNF-α e a 

expressão de iNOS nestes animais. Estudos recentes mostraram a ação de alcaloides contra o 

aumento de marcadores pró-inflamatórios (NF-kB, TNF-α, iNOS e NO). No estudo de Niu e 

colaboradores (2014) eles observaram que alcaloides totais de Corydalis denticulato-bracteata 

Fedde pode ter efeito protetor contra lesão pulmonar aguda induzida por LPS. Este efeito 

protetor dos alcaloides totais parece resultar da inibição da ativação do NF-kB levando a 

redução dos marcadores inflamatórios tais como TNF-α e iNOS. Nossos resultados 

corroboram com os de Wang e colaboradores (2014) que estudaram o efeito anti-inflamatório 

da vinpocetina (alcaloide) em um modelo de isquemia/reperfusão cerebral e observaram que 

este alcaloide diminuiu a expressão do NF-kB e TNF-α e inibiu a resposta inflamatória após 

isquemia. 

Neoechinulins  A, um alcaloide do tipo diketopiperazine, suprimiu significativamente 

a produção das mesmas citocinas pró-inflamatórias citadas acima, induzidas por LPS em  

macrófagos RAW264.7(KIM et al., 2013). Estes resultados sugerem que o efeito 

neuroprotetor da boldina pode estar relacionado ao efeito antinflamatório por diminuição da 

resposta astroglial e consequente redução da expressão de TNF-α e iNOS em pMCAO. 

Os mecanismos anti-inflamatórios da boldina evidenciados neste estudo, como a 

redução da atividade de MPO, inativação astroglial e redução da imunoreatividadede TNF-α e 

iNOS, podem explicar, pelo menos em parte, o seu efeito neuroprotetor sobre o dano 

neuronal, déficits sensório-motores e déficits de memória, induzidos por isquemia cerebral 

focal permanente. Porém, se faz necessário dar continuidade a esta pesquisa para a 

compreensão dos mecanismos moleculares da ação anti-inflamatória da boldina envolvidas 

nesta neuroproteção, bem como, descobrir a sua possível relação com as vias promotoras de 

neuroplasticidade, que elucidarão de forma clara, os seus efeitos sobre a cognição, 

especificamente, sobre a aprendizagem e a memória. 

Além dos dados apresentados no nosso estudo, que demonstram um expressivo efeito 

neuroprotetor, e que pelo menos em parte, esta ação está atribuída a atividade anti-



91 
 

inflamatória da boldina, outras características que tornam a boldina atrativa para a terapêutica 

são a sua capacidade de ser bem distribuída pela circulação sistêmica (JIMENEZ & 

SPEISKY, 2000) e de atravessar a barreira hematoencefálica (LOGHIN et al., 2003). 
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 7. CONCLUSÃO 

No presente estudo foi demonstrado que a boldina no modelo de isquemia cerebral 

focal permanente em camundongos: 

 Diminuiu os déficits neurológicos através da avaliação neurológica; 

 Reduziu o dano cerebral e a morte neuronal no córtex temporal e corpo estriado; 

 Diminuiu os déficits na memória de trabalho, episódica, espacial e aversiva; 

 Diminuiu a atividade da MPO no processo inflamatório no córtex temporal; 

 Reduziu a imunoreatividade da citocina pró-inflamatória (TNF-α), da enzima iNOS, e 

da proteína marcadora de atividade astrocitária (GFAP), no córtex temporal e corpo 

estriado, de animais submetidos à pMCAO. 

 

           Em conclusão, nossos dados mostram que a boldina na dose de 25mg/kg possui um 

efeito protetor contra a isquemia cerebral focal, induzida por pMCAO no córtex temporal e 

corpo estriado. Pode atenuar o prejuízo da memória, neurodegeneração e volume do infarto 

cerebral observada com este insulto. A ação da boldina está provavelmente relacionada com a 

sua capacidade para modular a atividade astroglial e regular, negativamente as vias de TNF-α 

e iNOS. No entanto, a continuação deste estudo deve ser feita para revelar outros 

mecanismos, que não o anti-inflamatório, que podem estar envolvidos na sua ação 

neuroprotetora. 
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