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RESUMO 

O Acidente Vascular cerebral (AVC) é caracterizado por um déficit neurológico súbito, 

originado por processos isquêmicos ou hemorrágicos no sistema nervoso central, 

representando a segunda maior causa de morte e a maior de deficiências em adultos no 

mundo. A isquemia cerebral é uma condição fisiopatológica em que ocorre uma diminuição 

na perfusão de sangue oxigenado para o cérebro, como uma consequente diminuição de 

fornecimento de nutrientes necessários para o seu funcionamento. A palmatina é um alcaloide 

protoberberínico extraído de plantas medicinais com atividade antioxidante e anti-

inflamatória. O objetivo do trabalho foi avaliar os efeitos da palmatina sobre o dano neuronal, 

déficits de memória, resposta inflamatória e estresse oxidativo de camundongos submetidos à 

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

Foram utilizados 96 camundongos Swiss, machos, pesando entre 30-35g, divididos em 6 

grupos, sendo falso-operado (FO), FO tratado com  palmatina (20 mg/kg, via oral), pMCAO e 

pMCAO tratados com palmatina nas doses de 0,2, 2 e 20 mg/kg. A palmatina foi administrada 

via oral 2 h após a pMCAO e/ou uma vez ao dia durante 3 dias a depender do desenho 

experimental. O dano isquêmico foi avaliado 24 horas após a cirurgia através da coloração 

com TTC e da avaliação neurológica. A palmatina diminuiu a área de infarto e melhorou o 

desempenho sensório-motor dos animais submetidos à pMCAO. A atividade locomotora foi 

avaliada 72 horas após a pMCAO através do teste de campo aberto, onde não foram 

observadas diferenças na capacidade de exploração horizontal e vertical entre os animais 

isquemiados e os animais isquemiados tratados com palmatina. Os déficits de memória foram 

avaliados pelos testes do labirinto em Y (memória de trabalho) e esquiva passiva (memória 

aversiva) e observamos que os animais isquemiados apresentaram déficits na memória de 

trabalho e na aversiva e o tratamento com a palmatina reverteu esses déficits de memória 

(trabalho e aversiva tardia). A neuroinflamação foi avaliada através da imunomarcação para 

GFAP, Iba-1, iNOS, COX-2, IL-1β, TNF- α, NF-κB e a palmatina diminuiu a imunomarcação 

para todos esses parâmetros. Além disso, também foram avaliados o estresse oxidativo, 

através da imunomarcação para SOD-2, e a sinaptogênese, através da avaliação da expressão 

de sinaptofisina. E não foram observadas alterações significativas nos animais isquemiados e 

nem nos animais tratados com palmatina. Concluímos que a palmatina apresentou atividade 

neuroprotetora provavelmente devido a sua ação anti-inflamatória, nos fornecendo evidências 

experimentais acerca de sua utilização como adjuvante no tratamento da isquemia cerebral. 

 

Palavras-chave: Isquemia cerebral, palmatina, neuroinflamação. 



 

 

ABSTRACT 

 

Stroke is chiefly characterized by a sudden neurological deficit formerly by ischemic and 

hemorrhagic processes in the central nervous system. Stroke is the second cause of death and 

the first cause of disability worldwide. Cerebral ischemia is a pathophysiologic condition 

triggered by blood supply decrease in the brain that leads to metabolic demand decrease 

required to its functioning. Palmatine is an alkaloid extracted from Chinese medicinal plants 

with known antioxidant and anti-inflammatory activity. The aim of this study was to evaluate 

the palmatine effect against neuronal death, memory deficits, inflammatory response and 

oxidative stress in mice subjected to focal cerebral ischemia induced by permanent middle 

cerebral artery occlusion (pMCAO). Ninety-sex Swiss male mice, weighting 30-35g, were 

divided into 6 groups: 1. sham-operated, 2. sham-operated treated with palmatine (20 mg/kg 

p.o.), 3. subjected to pMCAO and treated with vehicle, 4. subjected to pMCAO and treated 

with palmatine (0.2 mg/kg, p.o.), 5. subjected to PMCAO and treated with palmatine (2 

mg/kg, p.o.) and 6. subjected to pMCAO and treated with palmatine (20 mg/kg, p.o.). 

Palmatine treatment was initiated 2 h after pMCAO induction and daily over a period of 4 

days depending of the experimental design. Ischemic damage was assessed by TTC staining 

and neurological evaluation 24 h after pMCAO induction. Palmatine diminished ischemic 

area and enhanced neurological performance in mice subjected to pMCAO.  Locomotor 

activity was assessed by open field test 72 h after PMCAO induction. Memory deficits were 

evaluated by Y maze test (working memory) and passive avoidance test (aversive memory). 

PMCAO induced memory deficits in mice and palmatine treatment reversed these deficits. 

Neuroinflammation was assessed through the measurement of GFAP/Iba-1/iNOS/COX-2/IL-

1β/TNF-α/NF-κB-imunohistochemistry with PMCAO significantly increasing 

neuroinflammatory and palmatine treatment reestablished it. Furthermore, oxidative stress 

was evaluated through the measurement of SOD-2-immunohistochemistry and synaptogenesis 

through the measurement of synaptofisin expression. However, no alteration was found 

between the groups. Our results suggest that palmatine has a remarkable neuroprotective 

effect probably by its neuroinflammatory activity, providing experimental evidence regarding 

the possible palmatine use as an adjuvant treatment to stroke. 

Keywords: Cerebral ischemia. Palmatine. Neuroinflammation.   
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1 ACIDENTE VASCULAR CEREBRAL 

O Acidente Vascular cerebral (AVC) é caracterizado por um déficit neurológico 

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

(SNC), e é a segunda maior causa de morte e a maior de deficiências em adultos no mundo 

(KOTLEGA et al., 2016). O AVC pode ser do tipo hemorrágico, cerca de 15% dos casos, e 

ocorre quando há um sangramento intracerebral, ou do tipo isquêmico, também denominado 

isquemia cerebral, cerca de 85% dos casos, que acontece quando há uma oclusão dos vasos 

sanguíneos cerebrais (WOODRUFF et al., 2011). Neste caso tem-se uma diminuição na 

perfusão de sangue oxigenado para o cérebro, com uma consequente diminuição de nutrientes 

e oxigênio necessários para o seu funcionamento adequado, podendo causar lesão cerebral 

irreversível (RAICHLE, 1983; ZHOU et al., 2016). 

A isquemia cerebral pode ser categorizada em dois tipos de acordo com a 

extensão da área isquêmica: isquemia focal e isquemia global (SIESJÖ et al., 1995; CAPLAN 

et al., 2006; MELONI; ZHU; KNUCKEY, 2006; SVEINSSON; KJARTANSSON; 

VALDIMARSSON, 2014). A isquemia focal envolve uma pequena área cerebral que é 

perfundida por um ramo de uma artéria cerebral, sendo, geralmente, causada por um trombo 

ou um êmbolo em uma artéria cerebral distal (ZHOU et al., 2016). Em contraste, a isquemia 

global afeta todo o cérebro, resultando em uma redução generalizada do fluxo sanguíneo 

cerebral e é secundaria a graves alterações fisiológicas, como hipotensão ou redução do débito 

cardíaco. A isquemia cerebral global pode ainda ser classificada como completa, se não 

houver fluxo sanguíneo, como em parada cardíaca, ou incompleta, quando há um fluxo 

sanguíneo, como em hipotensão profunda (Figura 01) (ZHOU et al., 2016). 
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Figura 01. Etiologia da Isquemia cerebral 

 

Fonte: Zhou e colaboradores, 2016 

1.1 EPIDEMIOLOGIA 

A Organização Mundial da Saúde estima que 15 milhões de pessoas no mundo 

sofrem com AVC a cada ano (HOU et al, 2017). E com o aumento da expectativa de vida 

ocorrido nos últimos anos em todo mundo, trazendo mudanças no panorama da saúde da 

população, espera-se um aumento da prevalência do AVC. Acredita-se que até 2050 mais de 

1,5 bilhões de pessoas com 65 anos ou mais serão acometidas pelo AVC (FEIGIN et al., 

2009; CAROD-ARTAL et al., 2014).  

Dados apontam que o AVC é a 2º maior causa de morte no mundo, em adultos de 

meia-idade e idosos. Quando nos referimos a população pediátrica o AVC está entre as 10 

principais causas de morte. O AVC é a principal causa de incapacidade no trabalho em 

adultos. Informações mostram que cerca de 30 a 60% dos pacientes acometidos pelo AVC 

apresentam alguma incapacidade física após o evento, ocasionando efeitos negativos na saúde 

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

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

No Brasil, o AVC é a principal causa de morte, com taxas de mortalidade maiores 

que em outros países da América do Sul, principalmente nas regiões do país menos 

favorecidas economicamente, constituindo um importante problema de saúde pública (DE 

PADUA et al., 2003; LAVADOS et al., 2007). Em 2009, segundo dados de domínio público 
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do Sistema Único de Saúde (DATASUS), do Ministério da Saúde, foram registradas 160.621 

internações por doenças cerebrovasculares no Brasil. A taxa de mortalidade foi de 51,8 a cada 

grupo de 100.000 habitantes. O grupo acima de 80 anos representou quase 35% dos 99.174 

óbitos (ALMEIDA, 2012). Segundo a Pesquisa Nacional de Saúde, em 2015, 1,5% da 

população teve o diagnóstico de AVC, representando, aproximadamente 2,2 milhões de 

pessoas (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2015). 

Os estudos que relatam dados epidemiológicos em nosso país trazem, em sua 

maioria, dados de regiões específicas, embora algumas regiões compartilhem da mesma 

epidemiologia, o que não reflete a realidade de nosso País, por ser um País de grandes 

disparidades (CARVALHO et al., 2011). Pesquisa realizada por Fernandes e colaboradores 

(2012) avaliou o perfil de letalidade causada pelo AVC em São Paulo, Natal e João Pessoa e 

demonstrou que a maioria dos pacientes era homens e com idade média de 68 anos, sendo a 

maioria acometida pelo AVC isquêmico. Já a pesquisa realizada por Carvalho e colaboradores 

(2011) entre os anos de 2009 e 2010 em hospitais de Fortaleza, mostrou que maioria dos 

pacientes diagnosticados era mulheres e a média de idade era de 67 anos, e dentre os tipos de 

AVC a maioria foi acometido com o AVC isquêmico. Outra pesquisa realizada por Carvalho 

e colaboradores, em 2015, em João Pessoa demonstrou que dentre os pacientes estudados a 

maioria era mulheres e com uma idade média de 70 a 80 anos.  

Os resultados encontrados por Carvalho e colaboradores em 2011 e em 2015 

demonstraram que o AVC atinge mais mulheres do que homens, o que vai à contramão dos 

resultados encontrados na literatura, que relatam que o AVC é uma patologia mais comum em 

homens, esses achados só reforçam a diversidade epidemiológica com relação ao AVC no 

nosso País (PARK et al., 2014; CARVALHO et al., 2015). 

1.2 FATORES DE RISCO 

Os fatores de riscos mais comuns associados ao AVC são diabetes mellitus, 

hipertensão, dislipidemias, obesidade, inatividade física, tabagismo, coronariopatia 

(SARWAR et al., 2010; LI et al., 2016; OLAMOYEGUN et al., 2016). Estudo mais recentes 

estão associando outras patologias ao risco aumentado do AVC, um deles associa a enxaqueca 

ao risco aumentado do AVC isquêmico em adultos jovens, principalmente fumantes e 

mulheres que fazem uso de contraceptivos orais (ABANOZ et al., 2017).  

Outros fatores de risco, como os psicossociais, são pouco investigados em 

comparação com os fatores biológicos e fisiopatológicos, alguns estudos também associam as 

condições socioeconômicas, o estresse psicossocial, sendo os estressores causados por 

estímulos relacionais, ocupacionais ou financeiros, e o estresse emocional, agudo e crônico, 
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com o risco de AVC em adultos (BOOTH et al., 2015; BECHER et al., 2016; KOTLEGA et 

al., 2016). O estresse pode aumentar o risco de doenças cerebrovasculares por modular a 

atividade simpaticomimética, afetando a pressão arterial, o endotélio cerebral, a coagulação 

ou o ritmo cardíaco, porém mais estudos precisam ser realizados para que se possa 

compreender a complexidade desse problema e sua associação com o AVC (KOTLEGA et 

al., 2016). 

A hereditariedade para o AVC isquêmico é estimada em cerca de 35-40%, estudos 

tentam identificar as variedades genéticas associadas ao risco de AVC. Alterações nos 

mecanismo de coagulação e inflamação estão envolvidos no AVC, possivelmente, uma 

disfunção nesses processos pode ser provocada por alterações genéticas em moléculas que 

participam desses mecanismos, como polimorfismos em genes que codificam proteínas 

envolvidas na coagulação (WANG et al., 2009; GONZÁLEZ-GIRALDO et al., 2016). Os 

genes comumente estudados são F5, ACE, APOE, MTHFR e FGB. Entretanto, estudos que 

investiguem melhor os fatores genéticos associados ao AVC precisam ser realizados 

(GONZÁLEZ-GIRALDO et al., 2016). 

Já os fatores de risco para o AVC infantil estão relacionados a arteriopatias, a 

doenças cardíacas, por exemplo a doença cardíaca congênita, a trombofilias congênitas ou 

adquiridas, a doenças reumatológicas, dentre outros (FELLING et al., 2017). O AVC 

isquêmico pediátrico é uma causa incomum, mas importante, de morbidade neurológica em 

neonatos e crianças, com consequências como hemiparesia, deficiências sensório-motora, 

deficiência de linguagem, deficiência intelectual, problemas comportamentais e epilepsia 

(FELLING et al., 2017).  

1.3 MODELOS DE ISQUEMIA CEREBRAL 

O AVC pode desencadear um estado clínico altamente variável, onde o tamanho 

da área afetada e o desfecho neurológico dependem de múltiplos fatores, como a duração e a 

gravidade da isquemia, a etiologia e a localização, mas, também, a idade, o sexo, as 

comobirdades e os fatores genéticos, podem contribuir para a variabilidade nas manifestações 

clínicas (JICKLING; SHARP, 2015; WIEBERS; ADAMS; WHISNANT, 1990; 

PULSINELLI, 1992). O AVC isquêmico é um transtorno altamente complexo e heterogêneo, 

diante disso é difícil um modelo experimental que abranja todos os aspectos desta doença 

multifacetada, conseguindo, assim, reproduzir apenas aspectos específicos, onde é possível 

uma compreensão básica das principais vias moleculares induzidas por condições semelhantes 

à isquemia em humanos (SOMMER, 2017).  
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Os roedores são muitas vezes a primeira escolha para esses modelos devido ao 

fato de ratos e camundongos possuírem uma vasculatura semelhante aos humanos, além de 

um vasto repertório de testes de comportamento bem descritos que avaliam movimentos de 

membros similares aos usados pelos humanos (HOWELLS et al., 2010; STRÖM et al., 2013). 

Para tentar mimetizar isso existem vários modelos animais de isquemia, especialmente em 

roedores, predominantemente agrupados em globais e focais. Os modelos globais são 

frequentemente designados como modelos de parada cardíaca e ocorre quando o fluxo 

sanguíneo é reduzido em quase todo o cérebro, enquanto que os modelos focais apresentam 

maior relevância para o acidente vascular isquêmico e ocorre uma diminuição do fluxo em 

uma única região do cérebro (HUNTER; GREEN; CROSS, 1995; COLLI; NUNES; 

CARLOTTI, 1998; BACIGALUPPI; COMI; HERMANN, 2010).  

Os modelos experimentais de isquemia cerebral focal são utilizados para se 

entender os mecanismos envolvidos na evolução do processo isquêmico e, também, podem 

levar ao desenvolvimento de novas estratégias terapêuticas para o AVC (SICARD; FISHER, 

2009). E podem ser categorizados em dois grupos: isquemia permanente e isquemia 

transitória. A maioria dos AVCs isquêmicos em humanos são causados pela oclusão da artéria 

cerebral média (DEL ZOPPO et al.,1992). Portanto, os modelos mais utilizados para estudar 

isquemia focal cerebral são modelos que ocluem essa artéria, essa oclusão pode ser 

permanente, ocorrendo de 1 hora até o final do experimento, podendo durar dias, ou 

transitória, geralmente com uma oclusão de até 3 horas seguida de extensa reperfusão 

(LIPTON; ROSENBERG, 1994; DURUKAN; TATLISUMAK, 2007; SICARD; FISHER, 

2009).  

A isquemia permanente resulta em uma região de dano isquêmico grave (núcleo 

da lesão) circundada por uma área menos danificada, e o objetivo desse modelo é tentar 

reduzir a propagação do dano, protegendo a área de penumbra (HUNTER; GREEN; CROSS, 

1995). A isquemia focal transitória produz diferentes graus de dano isquêmico a depender da 

duração da isquemia e esse dano resulta tanto da isquemia quanto dos efeitos da reperfusão 

(lesão por reperfusão) e mimetiza melhor as condições que acontecem nos humanos (LI et al., 

1999).  

Os modelos de oclusão da artéria cerebral média (MCAO) de forma permanente 

ou transitória são modelos animais mais comumente usados para mimetizar o AVC isquêmico 

em humanos (LONGA et al., 1989; CHEATWOOD et al., 2008; MICHALSKI et al. , 2011, 

LIU et al., 2017). Estes modelos são divididos em modelos que não necessitam de 

cranioctomia, por exemplo, embolismo, introdução de fio intraluminal, e modelos que 
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necessitam, realizados através de técnicas cirúrgicas como eletrocoagulação e ligadura da 

artéria (DURUKAN; TATLISUMAK, 2007; SICARD; FISHER, 2009; LIU; 

MCCULLOUGH, 2011). O modelo utilizado nesse trabalho foi o de oclusão permanente por 

eletrocoagulação, que leva a interrupção permanente do fluxo sanguíneo cerebral e foi 

proposto por Tamura e colaboradores (1981). Esse modelo produz uma lesão isquêmica 

cerebral semelhante à causada pela introdução do fio intraluminal e envolve as regiões 

cerebrais do córtex e corpo estriado (LIPTON, 1999; TRAYSTMAN, 2003; DURUKAN; 

TATLISUMAK, 2007).  

O modelo da oclusão permanente já padronizado, confiável e que leva a alterações 

neuroquímicas, histológicas, comportamentais, e, ainda, a ativação de astrócito e de micróglia 

e a redução de proteínas sinápticas em camundongos (TÜREYEN et al., 2004; FONTELES et 

al., 2016). Diante disso, é um modelo bastante utilizado para mimetizar experimentalmente os 

eventos que ocorrem após o AVC isquêmico em humanos e é importante compreender as 

diferentes alterações fisiopatógicas e características desse modelo para avaliar novos agentes 

terapêuticos para tratar o AVC. 

1.4 PATOGÊNESE DA ISQUEMIA 

O AVC isquêmico pode ser causado por um êmbolo ou trombo em um vaso 

sanguíneo cerebral, tal oclusão induz múltiplos e concomitantes processos fisiopatológicos 

que podem levar à morte neuronal, principalmente através de necrose ou apoptose (LIU et al., 

2012; VIDALE et al., 2017).  

 A lesão isquêmica é dividida em duas áreas, core e penumbra, o core ou centro 

da lesão é a região que é irrigada prioritariamente pelo vaso que foi ocluído, e a penumbra é a 

região que circunda o core. O fluxo sanguíneo diminui de forma crucial no core e 

gradativamente na região de penumbra, onde os neurônios perdem a capacidade de exercer 

suas funções, porém, permanecem estruturalmente intactos, pelo fato de ainda haver uma 

perfusão residual proveniente dos vasos sanguíneos colaterais (LIPTON; ROSENBERG, 

1994; DURUKAN; TATLISUMAK, 2007; BROUNS; DEYN, 2009).  

A região do core de humanos que sofreram isquemia cerebral focal é facilmente 

visualizada por métodos de imagem, pois a área sofre rapidamente um “infarto” (KELLY et 

al, 2001). O fluxo sanguíneo nessa região se reduz a 15% do normal e os níveis de adenosina 

trifosfato (ATP) a 25% do basal. Após um insulto permanente ou transitório longo tanto o 

core quanto a penumbra se tornam regiões de infarto, enquanto a região extra-penumbra 

apresenta somente morte de neurônios isolados, com densidade insuficiente para causar 

infarto (LIPTON; ROSENBERG, 1994). 
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O fluxo sanguíneo na região da penumbra se reduz a 20 a 40% do normal e o 

nível de ATP fica mantido em torno de 50 a 70% do normal, não caindo o suficiente para 

permitir despolarizações anóxicas. Contudo, essa região contém neurônios eletricamente 

silenciosos, que não respondem ao estímulo elétrico, com seus gradientes iônicos intactos. A 

lesão nesta região é essencialmente reversível, entretanto o sucesso desta reversão é limitado 

pelo tempo. O modo de preservar e evitar o progresso da destruição neuronal nessa região é 

foco da maioria das pesquisas (LIPTON; ROSENBERG, 1994; GREEN et al, 2003; 

HOSSMANN, 2009). 

A oclusão da artéria cerebral média de forma transitória ou permanente 

desencadeia uma série de processos neuroquímicos e moleculares que são conhecidos como 

cascata isquêmica, incluindo falência bioenergética celular devido à hipoperfusão cerebral, 

toxicidade excitatória pelo glutamato, desequilíbrio iônico, estresse oxidativo, liberação de 

citocinas inflamatórias e a morte de neurônios, glia e células endoteliais, processos que levam 

a ruptura da barreira hematoencefálica (BHE) com infiltração de leucócitos e a danos nos 

tecidos cerebrais (Figura 02) (SADANA et al., 2015; ABOUTALEB et al., 2015).  

A cascata isquêmica pode continuar por horas ou dias, mesmo após o 

restabelecimento da circulação sanguínea (ZIVIN, 1998). Os mecanismos prejudiciais podem 

prosseguir através da rápida lise celular (necrose) ou por morte celular programada 

(apoptose), a depender da gravidade e da duração do insulto (MEHTA; MANHAS; 

RAGHUBIR, 2007). Uma compreensão sistemática desses mecanismos moleculares com 

perspectiva de modulação nas cadeias dos eventos que levam ao balanço entre a sobrevivência 

e a morte neuronal pode ajudar a gerar estratégias potenciais de neuroproteção (MEHTA; 

MANHAS; RAGHUBIR, 2007).  
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Figura 02. Cascata da isquemia cerebral.  

Fonte: VIDALE et al., 2017.Legenda: NOS: óxido nítrico sintase, NO: óxido nítrico, COX: ciclooxigenase, BAD: 

Antagonista de BCL-2 de morte celular, BAX: Proteína X associada BCL-2 

O insulto primário após a oclusão arterial é a hipoperfusão, uma diminuição 

abrupta da circulação sanguínea para uma área do cérebro, o que resulta em perda 

correspondente da função neurológica (DONNAN et al., 2008). A hipoperfusão reduz 

drasticamente a disponibilidade de glicose e oxigênio no cérebro, diminuindo, assim, a 

disponibilidade de substratos essenciais, o que leva a uma falha energética por uma 

diminuição da produção de adenosina trifosfato (ATP), causando rapidamente uma disfunção 

nas bombas de transporte de íons dependentes de energia, levando a um desequilíbrio iônico 

com o influxo de Na+ e efluxo de K+, e à despolarização de neurônios e de células da glia 

(MARTIN; LLOYD; COWAN, 1994; KATSURA; KRISTIÁN; SIESJÖ,1994). 

Consequentemente, os canais dependentes de Ca2+ tornam-se ativados e glutamato é liberado 

no meio extracelular. Ao mesmo tempo, os processos dependentes de energia são afetados o 

que contribui, por exemplo, para reduzir a recaptação de glutamato, que é o principal 

neurotransmissor excitatório (NICHOLLS; ATTWELL, 1990). Essa condição superestimula 
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os receptores de glutamato de modo a influenciar o influxo de sódio e cálcio, produzindo, 

assim, uma série de eventos nucleares e citoplasmáticos, excitotoxicidade, levando à falência 

mitocondrial e a apoptose (LI et al., 2007; ZHANG et al., 2006). Além disso, a baixa 

disponibilidade de oxigênio resulta na glicólise anaeróbica e a um consequente acúmulo de 

lactato, que pode ser uma possível causa de danos secundários que levam a expansão do 

infarto (BROUNS et al., 2008). O estado de acidose aumenta a necrose e a morte celular por 

meio de um mecanismo denominado acidotoxicidade que leva a outros efeitos deletérios, 

como a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) e disfunção mitocondrial 

(SHERWOOD et al., 2011; ANDERSON; TAN; MEYER, 1999).  

O acúmulo de glutamato no meio extracelular resulta no aumento da estimulação 

de seus receptores do tipo AMPA e NMDA em outros neurônios, com um consequente 

influxo de Na+, Cl- e Ca2+, esses neurônios tornam-se despolarizados, causando mais influxo 

de Ca2+ e mais liberação de glutamato levando a uma amplificação do insulto isquêmico 

inicial. Além disso, o influxo de íons provoca o transporte osmótico de água nas células, 

resultando em um edema citotóxico, lise celular e necrose (CHEN et al., 2008; FURUKAWA 

et al., 1997). O aumento intracelular de Ca2+ inicia uma série de eventos citoplasmáticos e 

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

Ca2+, incluindo fosfolipase A2, endonucleases, ciclooxigenese e oxido nítrico sintetase, 

resultando em danos celulares (LOVE, 1999). A ativação de enzimas degradativas e a 

produção de radicais livres levam a morte celular imediata por necrose, entretanto os 

mecanismos excitatórios iniciam eventos moleculares que levam a morte por apoptose. Além 

dos fatos relatados, a excitotoxicidade ativa vias de sinalização intracelulares que 

desencadeiam processos inflamatórios (BROUNS; DEYN, 2009). 

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

capacidade endógena das defesas antioxidantes celulares, ou seja, os níveis de enzimas 

antioxidantes endógenas, como a superóxido dismutase (SOD), catalase e glutationa, e as 

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

combater o excesso de radicais livres (MAKAR et al., 1994). Durante a isquemia cerebral e 

após a reperfusão, uma cascata de eventos bioquímicos e moleculares leva a geração de 

radicais livres de oxigênio e nitrogênio que são neurotóxicos, sendo mediadores importantes 

de lesão tecidual em AVC isquêmico (CHAN, 1994; CHAN, 1996; LOVE, 1999). Além 

disso, o influxo de cálcio e de sódio em células isquêmicas estimula a produção excessiva de 

radiais livres de oxigênio mitocondrial (MATTSON; SCHEFF, 1994; MURPHY; FISKUM; 

BEAL, 1999). Os radicais livres de oxigênio também são gerados durante conversões 
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enzimáticas, como a conversão de ácido araquidônico em prostanóides pela ciclooxigenase e 

durante a resposta inflamatória pós- isquêmica. Então, o estresse oxidativo, a 

excitotoxicidade, a falha energética e o desequilíbrio iônico estão extremamente relacionados 

e contribuem para a morte celular isquêmica (LO; DALKARA; MOSKOWITZ, 2003). A 

isquemia cerebral gera o radical superóxido (O2-) como produto da cadeia transportadora de 

elétrons mitocondrial e pela xantina oxidase, esse radical gera peróxido de hidrogênio (H2O2), 

que por sua vez é fonte do radical hidroxila (OH-). Já o óxido nítrico (NO) é sintetizado a 

partir da L-arginina e é capaz de reagir com o radical superóxido (O2-) levando à danos 

nitrosativos (BECKMAN; KOPPENOL, 1996). Todos esses radicais livres apresentam um 

espectro de efeitos celulares, incluindo desnaturação de proteínas, peroxidação lipídica, dano 

ao citoesqueleto e DNA e quimiotaxia (ESPEY et al., 2000). Fora os danos celulares 

cerebrais, o estresse oxidativo também aumenta a permeabilidade da barreira 

hematoencefálica através da ativação de metaloproteinases de matriz e pelo dano celular 

endotelial (MONTANER et al., 2003; SIESJÖ; AGARDH; BENGTSSON, 1989). Os 

estresses oxidativo e nitrosativos são modulados por sistemas enzimáticos, como a SOD, a 

gluationa e a família do óxido nítrico sintase (NOS).  

A SOD, em particular, tem sido amplamente relacionada a redução do dano 

cerebral isquêmico associado ao radical superóxido, estudos já mostraram que animais com 

um aumento na expressão de SOD tiveram uma diminuição na lesão isquêmica, enquanto 

animais com deficiência de SOD tiveram sua lesão aumentada, mostrando que a produção 

excessiva de EROs afeta a lesão isquêmica (FUJIMURA et al., 1999; SHENG et al., 1999). 

Com base nos requisitos de íons metálicos utilizados como co-fatores de suas reações e na sua 

localização as enzimas SOD são classificadas em três tipo, sendo SOD 1, 2 e 3 (CHAN, 

1996). A SOD-1 ou SOD-CuZn (superóxido desmutase de cobre-zinco) é citosólica e requer 

íons de cobre e zinco como cofatores, a SOD-2 ou SOD-Mn (superóxido desmutase de 

manganês) é uma enzima mitocondrial que requer Mn2+, e  a SOD-3 ou SOD-Cu (superóxido 

desmutase de cobre) foi identificada no espaço extracelular e ambas apresentam atividade 

neuroprotetora (CHAN, 1996; GUÉGAN et al., 1998). 

Outro evento que ocorre após o AVC isquêmico é a ruptura da BHE, após a 

isquemia a integridade da BHE é destruída, levando a infiltração de células inflamatórias e 

proteínas de alto peso molecular no cérebro, resultando e, infarto cerebral e edema, que 

podem causar danos secundários através da hipertensão intracraniana (LIU et al., 2012; DEL 

ZOPPO; HALLENBECK, 2000). 
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Em adição aos eventos citotóxicos que ocorrem durante e após a isquemia tem-se 

as reações inflamatórias que são mediadas por moléculas de sinalização, células inflamatórias, 

moléculas de adesão e reguladores transcricionais, onde vários tipos celulares contribuem 

para a inflamação pós-isquemia e essa resposta se inicia horas e persiste por dias após a 

isquemia e, também, contribuem para a morte neuronal (BARONE; FEUERSTEIN, 1999; 

DANTON; DIETRICH, 2003; BECKER, 1998). 

1.5 NEUROINFLAMAÇÃO ISQUÊMICA 

A neuroinflamação se inicia com a ativação da micróglia e dos astrócitos por 

espécies reativas de oxigênio. Os astrócitos são capazes de secretar fatores inflamatórios 

como citocinas, quimiocinas e óxido nítrico sintase induzível (iNOS ou  NOS-2), 

desempenhando, desta forma um papel importante na neuroinflamação (YAMAGAMI et al., 

1999; CHE et al., 2001). Após a isquemia cerebral os astrócitos são ativados, fenômeno 

conhecido como astrogliose reativa que pode ser destrutivo ao cérebro, levando a um aumento 

da expressão de proteína ácida fibrilar glial (GFAP) (CHE et al., 2001; PEKNY; 

NILSSON,205). A resposta astroglial começa no centro da lesão isquêmica começando 4-24 

horas após a insulto, atingindo um pico cerca de 4 dias depois (KAWABORI; YENARI, 

2015). Evidências mostram que a iNOS é um efetor crítico e amplificador do dano tecidual 

relacionado com a inflamação pós-isquêmica, em animais o iNOS é expresso de 12 horas a 

alguns dias após a oclusão da artéria cerebral média (GARCIA-BONILLA et al., 2014; 

IADECOLA et al., 1995).  

A micróglia representa as células imunes residentes do cérebro e desempenha um 

papel importante como célula imunocompetente e fagocítica no sistema nervoso central, 

estando envolvida na modulação da resposta inflamatória do cérebro (GINHOUX et al., 

2013). A micróglia é imediatamente ativada após a isquemia e modifica sua morfologia de um 

estado de repouso (ramificado) para um estado ativado (ameboide), e quando ativada podem 

se transformar em fagócitos e liberar uma gama de substâncias, das quais podem ser 

citotóxicas (STOLL; JANDER; SCHROETER, 1998; MORIOKA; KALEHUA; STREIT, 

1993; TAYLOR; SANSING, 2013). Curiosamente, acreditava-se que a micróglia ativada 

piorava o dano isquêmico (LALANCETTE-HÉBERT et al., 2007; BANATI et al., 1993), 

entretanto evidências mostram que também contribuem para a neuroproteção (STREIT, 

2002). Estudos têm mostraram que a micróglia ativada é classificada em duas subpopulações: 

M1 (pró-infamatória) e M2 (anti-inflamatória) (CHERRY; OLSCHOWKA; O'BANION, 

2014; PEREGO; FUMAGALLI; DE SIMONI, 2013). M1 é o tipo pró-inflamatório e é capaz 

de liberar TNF-α, IL-1β e IL-6, sendo encontrada nas primeiras 24 horas no núcleo isquêmico 
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e aumenta nas primeiras 2 semanas após a lesão. Por outro lado, a M2 é uma de célula de 

cicatrização envolvida na neuroproteção e reparo, produzindo, por exemplo, fator de 

crescimento transformador (TGF) e IL-10, e é encontrado no final das primeiras 24 horas após 

a isquemia, permanecendo ativada durante a primeira semana antes de diminuir seu número 

(TAYLOR; SANSING, 2013) (Figura 03).  

Figura 03. Neuroinflamação pós-isquêmica.  

 
Fonte: Adaptado de CHENG; LEE, 2016 

Legenda: DAMPs: padrão molecular associado a danos, MMP: metaloproteinases, BHE: barreira 

hematoencefálica, TLR: receptor toll-like  
 

Dentro de 4 a 6 horas após o inicio da isquemia, os leucócitos circulantes a 

aderem a parede dos vasos e migram para o cérebro com liberação subsequente de mais 

mediadores pró-inflamatórios (DANTON; DIETRICH, 2003; HALLENBECK, 1996). A 

interação entre leucócitos e o endotélio vascular é mediada por moléculas de adesão, que, 

desta forma, desempenham papel fundamental na infiltração de leucócitos no parênquima 

cerebral, e após a isquemia essas células liberam rapidamente mediadores pró-inflamatórios 

na área, promovendo a lesão isquêmica (DEGRABA, 1998). São exemplos de moléculas de 

adesão: selectinas, imunoglobulinas, como as moléculas de adesão intercelular – 1 (ICAM-1) 

e molécula de adesão de celular vascular -1 (VCAM-1), e integrinas (HUANG et al., 2000).  
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Em particular, durante a fase aguda da isquemia cerebral células imunes e células 

cerebrais liberam citocinas, que são importantes mediadores pró- inflamatórios, como fator de 

necrose tumoral (TNF-α), interleucinas IL-1β e IL-6 e quimiocinas, como a proteína 

quimiotática de monócito-1 (MCP-1) e a proteína inflamatória de macrófagos (MIP-1α) 

(ALLAN; ROTHWELL, 2001; LIU et al., 1994; WANG et al., 1994; KIM et al., 1995; 

WANG et al., 1995; KAPADIA et al., 2006) (Figura 03).  

A IL-1 é constituída de 2 isoformas, IL-1α e IL-1β, e contribuem para a 

inflamação aguda após a isquemia, após a astrogliose ocorre a liberação de IL-1 que libera 

substâncias tóxicas, como quimiocinas, moléculas de adesão, e ativa metaloproteínases 

(HERX; YONG, 2001; BOUTIN et al., 2001). Estudos já demonstraram que a IL-1β contribui 

mais na patologia da isquemia que a IL-1α e é detectada dentro de 1-6 horas após a isquemia 

com um pico até 24 horas (BOUTIN et al., 2001; HAQQANI et al., 2005). Assim como a IL-

1β, os níveis de TNF-α também aumentam logo após a isquemia, estando elevado 3 horas 

após o insulto, e permanece em níveis altos até 5 dias depois (LIU et al., 1994; ARVIN et al., 

1996). 

A cascata inflamatória também inclui a regulação de várias enzimas. A cascata do 

ácido araquidônico é iniciada pela ativação de fosfolipase A2 que é secundaria aos elevados 

níveis de cálcio intracelular (ADIBHATLA et al., 2006). Esta enzima hidrolisa os 

glicerofosfolipídeos para liberar ácido araquidônico, que é metabolizado em prostaglandinas 

ou lecotrienos, respectivamente por ciclooxigenase ou lipoxigenase. Existem duas isoformas 

de ciclooxigenase (COX), tipo 1 e tipo 2. A tipo 1 é expressa por vários células, incluindo 

micróglia e leucócitos, e subsistem em funções fisiológicas normais e a tipo 2 é regulada após 

a isquemia, sua expressão pode ser induzida por endotoxinas e citocinas, onde os produtos de 

sua reação são EROs e prostanóides que são responsáveis por efeitos citotóxicos da 

inflamação, o que leva ao dano tecidual (SMITH; DEWITT, 1995; SCHWAB; 

SCHLUESENER, 2003; NOGAWA et al., 1997; KAWANO et al., 2006; HURLEY; 

OLSCHOWKA; O'BANION, 2002). 

Estudos já mostraram que animais nocaute para genes pró-inflamatórios, como 

iNOS, COX-2 e IL-1, tem uma diminuição no infarto cerebral, sugerindo que esses fatores 

estão envolvidos na isquemia (IADECOLA et al., 1997; IADECOLA et al., 2001; BOUTIN 

et al., 2001). 

Outro fato já estabelecido é que a isquemia cerebral induz a expressão gênica 

(TANG et al., 2006; XU et al., 2008), sabe-se que durante o AVC ocorre a ativação de vários 

fatores de transcrição envolvidos na regulação da inflamação, como o fator nuclear – κB (NF-
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κB) (CECHETTO, 2001; O'NEILL; KALTSCHMIDT, 1997). O NF-κB regula expressão de 

genes pró-inflamatórios, como TNF-α, iNOS e COX-2, e genes relacionados com a apoptose, 

onde no geral estudos sugerem que a sua ativação aumenta a morte neuronal isquêmica 

(SCHNEIDER et al., 1999; MATTSON; CAMANDOLA, 2001). Entretanto, pesquisas 

mostram que seus efeitos diferem entre os tipos de células, enquanto a ativação de NF-κB na 

micróglia promove a degeneração neuronal isquêmica, a ativação de NF-κB nos neurônios 

pode aumentar a sua sobrevivência após o acidente vascular cerebral (MATTSON; 

CAMANDOLA, 2001). 

1.6 ISQUEMIA CEREBRAL E MEMÓRIA 

A memória é caracterizada como a aprendizagem, ou aquisição, a conservação e a 

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

O processo de formação da memória é complexo e muito dinâmico, por exemplo, durante a 

aprendizagem a informação recém-adquirida se encontra em um estágio frágil e fraco. Através 

da consolidação o rastreamento da memória é armazenado e estabelecido, a consolidação é 

um processo que requer mecanismos específicos, como a síntese proteica, e que ocorre 

principalmente, mas não exclusivamente, no hipocampo (SCHMIDT et al., 2017; 

IZQUIERDO; FURINI; MYSKIW, 2016; IZQUIERDO; MEDINA, 1997). Para que seja 

mantida, está memória deve ser submetida a um mecanismo adicional de reestabilização, que 

é chamado de reconsolidação, que requer outra fase de síntese proteica (SCHMIDT et al., 

2017). 

A memória pode ser classificada quanto a sua natureza em declarativa ou 

explícita, quando descrita por meio de palavras, e em implícita ou não declarativa, quando não 

pode ser descrita por meio de palavras (DEW; CABEZA, 2011). No tipo de memória 

implícita a capacidade, de habilidades motoras ou sensoriais, é inconsciente e necessita de 

mais tempo e treinamento para se formar, entretanto perdura por mais tempo e as áreas 

cerebrais, possivelmente, envolvidas são núcleo estriado e/ou diencéfalo (IZQUIERDO et al., 

2002; DEW; CABEZA, 2011). A memória explícita é dividida em memória semântica 

(memória por fatos) e memória episódica (memória de eventos), que é subdividia em dois 

processos, lembrança e familiaridade e o hipocampo tem sido a área cerebral mais envolvida 

nesse tipo de memória (JACOBY; LINDSAY; TOTH, 1992).  

 A memória explicita pode ser, ainda, classificada quanto ao tempo de duração em 

memória recente, ou de curto prazo, quando está relacionada a acontecimentos que ocorrerem 

em um período de horas ou dias antes e representa o armazenamento temporário de 

informações, e em memória tardia, ou de longo prazo, que se refere a eventos de um passado 
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distante (KANDEL; ABEL, 1995; SQUIRE; ZOLA, 1996). A memória explícita de curto 

prazo representa o armazenamento temporário de informações utilizado para planejar uma 

ação futura e é processada principalmente no córtex pré-frontal, podendo também ser 

chamada de memória de trabalho, que é definida como um sistema não arquivístico 

localizado, principalmente, e que opera on-line ou no máximo durante alguns segundos ou 

minutos após a experiência de treinamento (GOLDMAN-RAKIC, 1996; IZQUIERDO et al., 

1998; RUCHKIN et al., 2003). A memória de curta duração pode ser esquecida ou 

transformada em longa duração (GOLDMAN-RAKIC, 1992). 

Déficits de memória e dificuldades na execução de tarefas diárias são 

componentes significativos de doenças neurológicas, como o AVC, e estudos mostram que a 

perda de memória pós-acidente vascular cerebral é mais comum em idosos (CROXSON; 

KYRIAZIS; BAXYER, 2011; HATTORI et al, 2000; MAUD, 2006). O córtex pré-frontal 

tem sido implicado em muitas dessas funções, estudos mostram que déficits na função 

colinérgica pré-frontal estão implicados no comprometimento cognitivo de doenças 

neuropsoquiátricas e mostram que a acetilcolina desempenha um papel central na 

aprendizagem e memória (CROXSON; KYRIAZIS; BAXYER, 2011; ROSS; MCGAUGHY; 

EICHENBAUM, 2005). 

Na isquemia cerebral focal permanente ocorre um infarto focal na região cortical 

que se estende ao estriado e, também, ao hipocampo, o que leva a uma perda da memória, já 

que estas são áreas cerebrais relacionadas com a memória (MENNITI et al, 2009; 

WATTANATHORN et al., 2011). Alguns testes comportamentais de animais são utilizados 

para avaliar os déficits de memória após a isquemia, como o teste da esquiva passiva que 

avalia a memória de curta e longa duração, analisando resposta de alerta e ansiedade 

relacionadas a um estímulo aversivo e as principais áreas cerebrais associadas a essa tarefa 

são amígdala e hipocampo (IZQUIERDO et al., 1992). Outro teste utilizado é o labirinto em 

Y que avalia a memória de trabalho, analisando as alterações espontâneas dos animais e o 

córtex pré-frontal é conhecido por participar desse tipo de memória e por ser uma área afetada 

na pMCAO ocorre um déficit nesse tipo de memória (OSAKA et al., 2004). 

1.7 TRATAMENTO 

A terapia trombolítica projetada para restaurar a perfusão cerebral em tempo hábil 

é considerada a principal estratégia terapêutica racional para lesão cerebral isquêmica 

(STOLL; KLEINSCHNITZ; NIESWANDT, 2008). A terapia padrão atual para o AVC 

isquêmico é a administração intravenosa de ativador de plasminogênio tecidual (rt-PA), sendo 

o único tratamento aprovado pelo órgão regulador sanitário dos Estados Unidos, o FDA, 
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embora esse tratamento melhore a sobrevida dos pacientes os resultados só são funcionais 

quando administrado o mais cedo possível após o aparecimento dos sintomas, seu uso é 

limitado por sua janela terapêutica curta (< 4,5 horas) e por algumas contraindicações, como 

coagulopatia (BADHIWALA et al., 2015). O espaço de tempo entre o surgimento dos 

sintomas e o inicio do tratamento emergiu como um dos fatores categóricos para o sucesso 

terapêutico (VIANA-BAPTISTA, 2016).  Um estudo de meta-análise realizado por De Los 

Ríos la Rosa e colaboradores (2012) demonstrou que apenas 10% dos pacientes com AVC 

isquêmico podem ser elegidos para o tratamento intravenoso com o rt-PA.  

As diretrizes de prática clínica para os pacientes que tiveram AVC recomendam 

que algumas medidas sejam tomadas para se evitar uma reincidência do evento, pois se sabe 

que pacientes que sofreram AVC apresentam alto risco de recorrência ou de ocorrência de 

outros eventos cardiovasculares. Avalia-se que esse fato pode ser prevenido por modificação 

no estilo de vida (dieta e exercício), controle da pressão arterial, utilização de inibidores da 

agregação plaquetária, por exemplo, aspirina, e de estatinas (ARMARIO et al., 2015). Estão 

sendo implementadas, também, no cenário clínico terapias endovasculares (trombolítica intra-

arterial e tromboctomia mecânica) após o AVC isquêmico, protocolos clínicos estão sendo 

desenvolvidos com o intuito de incluir as indicações e contraindicações dos métodos 

(LECIÑANA et al., 2013). 

Algumas possíveis terapias têm sido estudadas com o intuito de reduzir os déficits 

cognitivos e a mortalidade em pacientes com AVC (GINSBERG, 2008). Estudos clínicos já 

foram desenvolvidos recrutando pacientes para avaliação de novos métodos terapêuticos para 

tratar o AVC isquêmico, onde a maioria deles baseiam-se em mecanismos bioquímicos e 

moleculares fundamentais subjacentes à isquemia cerebral focal, incluindo melhora do fluxo 

sanguíneo focal, intervenções em processos deletérios como excitotoxicidade glutamatérgica, 

estresse oxidativo, lesão microvascular, inflamação e, ainda, prevenção da morte neuronal ou 

suporte na regeneração cerebral (BROUNS; DE DEYN, 2009).  

As classes de fármacos já testados incluem antagonistas de canais de cálcio, 

fármacos que inibem a liberação de glutamato, que potencializam os efeitos do GABA e 

antioxidantes (JICKLING; SHARP, 2015; MADDEN; CLARCK; LESSOV, 2003). 

Entretanto, a translação de terapias isquêmica agudas de AVC isquêmico de animais para 

humanos tem sido desafiadora e apesar de já se ter testado diversas estratégias terapêuticas em 

modelos animais de AVC isquêmico o arsenal terapêutico real para o seu tratamento no 

homem é altamente limitado, pois nenhum tratamento novo demonstrou ser eficaz e seguro 

em ensaios clínicos randomizados (BAYÉS; RABASSEDA, 2008; JICKLING; SHARP, 
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2015). Para que se consiga melhorar essa tradução as recomendações propostas incluem 

avaliação dos fármacos na janela terapêutica do AVC isquêmico, avaliar a dose-resposta, 

avaliar animais idosos de ambos os sexos e com fatores de riscos vasculares, avaliar a terapia 

em múltiplos modelos animais de AVC e, ainda, que essas pesquisas sejam feitas de forma 

randomizada e cega (JICKLING; SHARP, 2015). 

Diante dos fatos relatados, existe uma grande necessidade de se encontrar uma 

terapia eficaz que estenda a janela de tempo de tratamento, que seja adjuvante na terapia ou 

que substitua a terapia com rt-PA. A isquemia cerebral é um processo patológico bastante 

complexo e que envolve uma série de mecanismo, como citamos anteriormente, e compostos 

naturais com efeito antioxidante, anti-inflamatório, antiapoptóticos e que regulem a função 

neuronal apresentam efeitos preventivos ou terapêuticos frente a lesões isquêmicas 

experimentais (WU et al., 2010). Então, a restauração precoce do fluxo sanguíneo é 

importante para salvar as células de penumbra e diminuir o acumulo de radicais livres e a 

inflamação.  

Nas últimas décadas centenas de compostos isolados de plantas medicinais ou de 

alimentos foram identificados para combater a inflamação e proteger os neurônios dos danos 

provocados pelo AVC isquêmico, sendo, desta forma, os produtos naturais extraídos de 

plantas fontes promissoras no tratamento da isquemia cerebral (GU, CHEN; SHEN, 2014).  

1.8 PLANTAS MEDICINAIS E ISQUEMIA  

Diversas plantas vêm sendo estudadas em todo o mundo com o objetivo de tratar 

diversas doenças. As com perfil antioxidante e anti-inflamatório, no geral, podem oferecer 

estratégias promissoras frente à degradação das células neuronais, o que desencadeou o 

interesse de se buscar substâncias que possuíssem atividade antioxidante anti-inflamatória e 

que, assim, pudessem ser utilizadas como novas estratégias terapêuticas e preventivas das 

doenças neurodegenerativas (RAO; BALACHANDRAN, 2002; MYTHRI; BHARATH, 

2012).  

A Medicina Tradicional Chinesa (MTC) tem sido praticada na China a mais de 

2.000 anos e vem sendo utilizada para tratar os seres humanos frente a diversas doenças e seus 

componentes veem sendo relacionados como fontes importantes para a descoberta de novas 

drogas (GU, CHEN; SHEN, 2014).  O uso clínico de plantas da MTC para tratar doenças 

crônicas e relacionadas com o envelhecimento vem ganhando impulso nos últimos anos, pois 

suas múltiplas propriedades farmacológicas, decorrentes dos componentes bioativos, já foram 

demonstradas (CHEUNG et al., 2017). Algumas plantas vêm sendo relatadas por melhorar a 

função neurológica e são consideradas eficazes para tratar pacientes com AVC. Embora sejam 
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necessários estudos clínicos para analisar a eficácia dessas plantas elas apresentam valor para 

as pesquisas (CHEN, 2012). Muitos compostos extraídos de plantas da MTC já demonstraram 

apresentar uma neuroproteção frente à lesão isquêmica em estudos experimentais (WU et al., 

2010). Nas últimas décadas, diversas pesquisas têm identificado os compostos ativos dessas 

plantas e relacionado com sua propriedade neuroprotetora por modular a inflamação pós-

isquêmica (GU, CHEN; SHEN, 2014). Então, a utilização de plantas com potencial anti-

inflamatório tem sido estudada e uma estratégia terapêutica se encontra na medicina 

tradicional chinesa, que fornecem compostos ativos capazes de prevenir a neuroinflamação e 

proteger as células neuronais da lesão isquêmica (GU, CHEN; SHEN, 2014). Por exemplo, o 

flavonoide Wogonina, extraído da raiz da planta Scutellaria baicalensis Georgi, que 

demonstrou diminuir a atividade anti-inflamatória mediada por micróglia após a isquemia 

cerebral (CHO; LEE, 2004). 

Uma das prescrições bastante utilizada na MTC é decocção Huang-Lian-Jie-Du e 

é utilizada para tratar Hepatite, úlcera gástricas, dermatite, sintomas clínicos associados à 

hipertensão (LIN et al., 1996; ITOH, 2001). Relatos, também, demonstram ação frente à 

inflamação (OHTA et al., 1999) e a doenças cerebrovasculares (SEKIYA et al., 2005; 

KAWASHIMA; HARUO; KOGURE, 1998). Ultimamente, as pesquisas farmacológicas com 

esse conjunto de plantas têm sido focadas no seu efeito terapêutico no AVC (WANG et al., 

2013; XU et al., 2000; WANG et al., 2014a) e evidências demostraram que essa combinação 

pode atenuar a lesão isquêmica pela inibição de reações inflamatórias mediadas por 

neutrófilos no cérebro de ratos (HWANG et al., 2002) e por promover a plasticidade neuronal 

(YE et al., 2012).  

A decocção de Huang-Lian-Jie-Du é composta por quatro plantas, sendo Rhizome 

coptidis, Radix scutellariae, Cortex phellodendri e Frutius gardênia e têm como constituintes 

ativos alcaloides (berberina, palmatina e coptisina), flavonoides (wogonina, baicaleína) e 

iridoides (genipósido) (DENG et al., 2006; LU et al., 2006; ZHU et al., 2012). Esses 

alcaloides são classificados como isoquinolínicos pertencentes à classe estrutural dos 

alcaloides protoberberínicos e são encontrados em diversas plantas utilizadas na medicinal 

tradicional chinesa e são utilizados por seus efeitos imunomoduladores, anti-inflamatórios e 

antibacterianos (IMENSHAHIDI; HOSSEINZADEH, 2016; BREZOVÁ; DVORANOVÁ; 

KOST'ÁLOVÁ, 2004; JANTAN et al., 2006).  

Outro exemplo de uma planta utilizada na medicina tradicional chinesa é Coptidis 

rhizoma, conhecida popularmente por “Huang Lian”, e tem sido utilizada há bastante tempo 

para tratar diversas doenças, como gastroenterites, úlcera, diabetes mellitus e doenças 
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inflamatórias, estudos mostraram que essa planta apresenta efeitos antioxidantes, anti-

inflamatórios, hipoglicemiante e esses efeitos farmacológicos são devido a presença dos 

alcaloides do tipo protoberberínicos presentes nessa planta, sendo eles berberina, palmatina, 

epiberberina, coptisina e jaterozina, sendo a berberina encontrada em maior abundância (TAN 

et al., 2017; XUE et al., 2013).  

Pro exemplo, a berberina desempenha um papel importante na neuroproteção 

contra respostas pró-inflamatórias e pró-apoptóticas (REFAAT et al., 2013). Outras ações 

farmacológicas da berberina já foram identificadas, incluindo efeitos anti-carcinogênicos (LU 

et al., 2016), anti-inflamatórios (GUO et al., 2016; WOO et al., 2016), antimicrobiana (WEN 

et al., 2016), anti-hipertensivos (SAKI et al., 2016), redução do colesterol (WANG et al., 

2014b) e efeito protetor frente ao dano neuronal induzido pela isquemia cerebral focal 

permanente (NEVES, 2012). Maleki, Aboutaleb e Souri (2017) demonstraram que a berberina 

diminui a área de infarto, a formação de edema cerebral, melhora a função motora, por inibir 

citocitas pró-infloamatórias em modelo de isquemia cerebral focal, esses achados mostram 

que os alcaloides protoberberínicos apresentam efeitos frente a modelos de isquemia cerebral. 

Estudo realizado por nosso grupo já demonstrou os efeitos da berberina frente à 

isquemia cerebral focal permanente, onde Neves (2012) concluiu que a berberina preveniu o 

déficits de memória, sensório motor e o dano neuronal em camundongos submetidos à 

pMCAO, reduzindo, ainda, a atividade da mieloperoxidase no córtex dos animais, esse efeito 

observado provavelmente se deve a atividade anti-inflamatória da berberina. 

As pesquisam indicam que o extrato do rizoma da planta Coptidis rhizoma exibe 

bio-atividade superior a da berberina isolada, como atividade antimicrobiana frente ao 

Helicobacter pylori (MA et al., 2010) e atividade hipolipemiante (HE et al., 2016), indicando 

que os outro componentes do extrato também desempenham um papel importante nas 

atividades biológicas da planta, demonstrando, assim, que os outros alcaloides 

protoberberínicos, como a palmatina que é um análogo estrutural da berberina, podem 

apresentar atividade farmacológica quando utilizados de forma isolada (IIZUKA et al., 2003; 

TAN et al., 2017). 

1.9 PALMATINA 

Palmatina é um alcaloide isoquinolinico do tipo protoberberínico quaternário, 

tipicamente de cor amarela, é um análogo estrutural semelhante à berberina possuindo uma 

estrutura tetracíclica e diferindo somente nos substituintes de um dos anéis benzênicos, sendo 

metilenodioxi para a berberina e dimetoxi para a palmatina (FIGURA 04). É encontrada em 



36 
 

todas as famílias de plantas onde a berberina ocorre, mas em uma quantidade bem menor que 

a berberina (BHADRA; KUMAR, 2011).  

Figura 04. Estrutura química da berberina e da palmatina 

 

Fonte: LU et al., 2006 

A palmatina é um constituinte ativo importante extraído de diversas plantas 

medicinais da família Berberidaceae, como Coptidis rhizoma, Cortex phellodendri, Radix 

tinosporae e Enantia chlorantha, (MI et al., 2015; JUNG et al., 2009; OU-YANG et al., 

2012). E apresenta diferentes atividades farmacológicas, como atividade sedativa (HSIEH et 

al., 1993), antioxidante (JUNG et al., 2009). Diversas outras atividades farmacológicas da 

palmatina já foram determinadas, como atividade antibacteriana frente ao Helicobacter pylori 

(ZHOU et al., 2017), atividade antifúngica frente ao Microsporum canis (XIAO et al., 2015) e 

a Candida spp. resistentes a antifúngicos (CAMPOS, 2017), atividade antiviral (JIA et al., 

2010), atividade antiparasitária frente a Trypanosoma cruzi e a Leishmania infantum 

(NKWENGOUA et al., 2009), efeito gastroprotetor (WANG et al., 2017), efeito 

hipolipemiante (NING et al., 2015), atividade antitumoral por inibir citocinas inflamatórias 

(WU et al., 2016; MA et al., 2016), inibição da reabsorção óssea da osteoporose in vitro 

(ISHIKAWA et al., 2016), efeito protetor frente a lesão de isquemia-reperfusão em 

miocárdio, onde essa ação se deve a sua atividade antioxidante e anti-inflamatória (KIM et al., 

2009) . 

Outra atividade farmacológica já caracterizada da palmatina foi a sua ação 

antidepressiva em animais estressados e não estressados e os resultados mostraram que essa 

atividade pode se dever a inibição da atividade da MAO-A, diminuição dos níveis de nitrito e 

sua atividade antioxidante (DHINGRA; BHANKHER, 2014).  Pesquisa realizada por Dhingar 

e Kumar (2012) já demonstrou que a palmatina melhorou a memória de camundongos em 

modelo de amnésia induzida por escopolamina, por inibir a atividade da acetilcolinesterase e 

apresentar atividade antioxidante, outros autores também já demonstraram que a palmatina é 
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um potente inibidor da acetilcolinesterase, sendo, promissor para tratar Doença de Alzheimer 

por melhorar a memória (MAK et al., 2014).  

Os efeitos protetores da palmatina sobre a inflamação aguda e crônica já foram 

determinados em modelos animais experimentais, como edema de orelha, teste da 

permeabilidade capilar induzido por ácido acético e inflamação induzida por pellets de 

algodão (KÜPELI et al., 2002; PARK et al., 2007). YAN e colaboradores (2017) 

demonstraram que a palmatina apresenta efeito anti-inflamatório in vitro frente à inflamação 

induzida por LPS em células epiteliais de cabra, e esse efeito se deve a diminuição de fatores 

pró-inflamatórios, tais como TNF-α, IL-1β, IL-6 e NO. 

1.10 RELEVÂNCIA E JUSTIFICATIVA 

A Organização Mundial da Saúde estima que 15 milhões de pessoas no mundo 

sofrem acidente vascular cerebral a cada ano, sendo a 2º maior causa de morte no mundo, em 

adultos de meia-idade e idosos. No Brasil, o AVC se encontra como a principal causa de 

morte e é uma das principais causas de internações, ocasionando em grande parte dos 

pacientes algum tipo de deficiência, seja parcial ou completa.  

A isquemia cerebral é um processo patológico bastante complexo e que envolve 

uma série de mecanismo, como inflamação e estresse oxidativo, e a única terapia padrão 

atualmente utilizada para o AVC isquêmico é a administração intravenosa de ativador de 

plasminogênio tecidual. Entretanto seus resultados só são funcionais quando administrado o 

mais cedo possível após o aparecimento dos sintomas, pois apresenta uma janela terapêutica 

curta e, ainda, algumas contraindicações, como coagulopatia. Diante disso, existe uma grande 

necessidade de se encontrar uma terapia eficaz que estenda a janela de tempo de tratamento, 

que seja adjuvante na terapia ou que substitua a terapia com rt-PA.  

Estudos tem mostrado que compostos naturais com efeito antioxidante, anti-

inflamatório, antiapoptóticos e que regulem a função neuronal apresentam efeitos preventivos 

ou terapêuticos frente a lesões isquêmicas experimentais. Desta forma, os produtos naturais 

extraídos de plantas da MTC são fontes promissoras no tratamento da isquemia cerebral. 

Muitos compostos extraídos dessas plantas já demonstraram apresentar uma neuroproteção 

frente à lesão isquêmica em estudos experimentais, diversas pesquisas têm identificado os 

compostos ativos dessas plantas e relacionado com sua propriedade neuroprotetora por 

modular a inflamação pós-isquêmica.  

A palmatina, um desses componentes de plantas da MTC, possui atividade anti-

inflamatória comprovada frente a modelos animais experimentais de inflamação, como edema 

de orelha, teste da permeabilidade capilar induzido por ácido acético e inflamação induzida 
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por pellets de algodão. Além disso, a palmatina já foi utilizada em um modelo de Doença de 

Alzheimer induzido por D-galactose, sugerindo que a palmatina atravessa a Barreira 

hematoencefálica.  

Até o momento nenhum trabalho foi realizado relacionando a atividade da 

palmatina com a isquemia cerebral, sendo o nosso estudo um pioneiro com essa relação. Com 

isso, nossa pesquisa visa investigar o efeito de neuroprotetor da palmatina sobre o dano 

induzido por isquemia cerebral focal permanente em camundongos. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

Estudar o efeito neuroprotetor da palmatina em camundongos submetidos à 

isquemia cerebral focal permanente sobre o dano neuronal e memória, e seus possíveis 

mecanismos de neuroproteção. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

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

com a palmatina, avaliar: 

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

• Os déficits de memória trabalho e aversiva 

• A resposta inflamatória por meio da imunomarcação do GFAP, Iba-1, iNOS, COX-2, 

IL-1β, TNF-α, NF-κB 

• O estresse oxidativo por meio da imunomarcação para SOD-2 

• A expressão da sinaptofisina, um marcador sináptico, por Western Blotting. 



40 
 

3 METODOLOGIA 

3.1 Animais  

Foram utilizados camundongos albinos adultos Swiss, machos, pesando entre 30 e 

35g, provenientes do biotério central do Campus do Pici da Universidade Federal do Ceará 

(UFC) e mantidos no biotério do Núcleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos 

(NPDM) do Departamento de Fisiologia e Farmacologia, Faculdade de Medicina, UFC. Os 

animais foram mantidos em diferentes gaiolas plásticas, forradas com maravalhas, com ciclo 

de claro/escuro de 12h/12h e alimentados com ração padrão e água à vontade. 

Em relação aos cuidados com os animais, este estudo seguiu os princípios éticos 

da experimentação animal estabelecidos pelo Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal (CONCEA). O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética para uso de 

animais (CEUA) da UFC sob o número de registro 109/2015. 

3.2 Drogas 

Palmatina (SIGMA, EUA); Cloridrato de xilazina 2% (Kensol® Laboratórios 

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

Argentina). Todos os reagentes utilizados eram de grau analítico. 

3.3 Protocolo experimental 

Foram utilizados 96 animais divididos em 6 grupos, sendo os grupos falso-

operados, tratados com veículo (Tween 3% + salina) ou Palmatina (PAL) na dose de 20 

mg/kg, isquemiados tratados com veículo e isquemiados tratados com PAL nas doses de 0,2, 

2 e 20 mg/kg por via oral. 

Os animais foram tratados com a Palmatina 2 horas depois da eletrocauterização 

da artéria cerebral média. Nos dias que se seguiram a cirurgia, as doses de 0,2, 2 e 20 mg/kg 

foram administradas 1 vez ao dia até o penúltimo dia de teste. As concentrações da Palmatina 

foram escolhidas baseadas em estudos anteriores (DHINGRA; KUMAR, 2012). 

Quanto ao esquema de tratamento os animais foram divididos em 6 grupos, sendo 

eles descritos na tabela 01:  
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Tabela 01: Grupos de tratamento 

 

Para a realização dos desenhos experimentais (comportamentais, western blotting 

e imunohistoquímica) os animais foram divididos em três protocolos experimentais (Figura 

05): 

• Protocolo 01: Os animais foram tratados com o veículo ou com a palmatina, nas doses 

de 0,2, 2 e 20 mg/kg, 2 horas após a cirurgia. A avaliação neurológica (A.N.) e a 

análise da área do infarto isquêmico foram realizadas 24 horas após a cirurgia 

(n=6/grupo).   

• Protocolo 02: Os animais foram tratados com o veículo ou com a palmatina, nas doses 

de 0,2, 2 e 20 mg/kg, 2, 24, 48 e 72 horas após a cirurgia. Os testes de campo aberto, 

labirinto em Y e esquiva passiva (M.R - memória recente) foram realizados 72 horas 

depois da isquemia e 96 horas após a pMCAO foi realizado o teste da esquiva passiva 

(M.T - memória tardia) (n=8/grupo). A sequência dos testes foi: campo aberto, 

labirinto em Y e esquiva passiva. Ao final dos testes de comportamento os animais 

foram subdivididos onde 4 animais foram eutanasiados e as áreas cerebrais (córtex e 

estriado) retiradas para a realização do western blotting  (sinaptofisina) e 4 animais 

foram perfundidos com parafomaldeído a 4% e seus cérebros fixados com formol 

tamponado. Os cérebros foram cortados em criostato na espessura de 50 µm e as fatias 

foram incubadas “free floating” e foram utilizadas para as técnicas de 

imunohistoquímica (Iba-1, GFAP, iNOS e COX-2).  

• Protocolo 03: Diante dos resultados dos protocolos 1 e 2 que mostraram não houvar 

diferença entre o efeito nas doses de 2 e 20 mg/kg nos testes da avaliação neurológica, 

da área de infarto e na memória de trabalho, a dose de 2 mg/kg foi escolhida para o 

Grupo Dose Tratamento Número de animais 

1 – FO + V - 
FO tratado com veículo (tween 
3% + salina) v.o 

18 

2 - FO + PAL 20 20 mg/kg 
FO tratado com palmatina 20 
mg/kg v.o 

14 

3 - pMCAO + V - 
pMCAO tratado com veículo 
v.o 

18 

4- pMCAO + PAL 0,2 0,2 mg/kg 
pMCAO tratado com 
palmatina 0,2 mg/kg v.o 

14 

5 - pMCAO + PAL 2 2 mg/kg 
pMCAO tratado com 
palmatina 2 mg/kg v.o 

18 

6 - pMCAO + PAL 20 20 mg/kg 
pMCAO tratado com 
palmatina 20mg/kg v.o 

14 
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estudo do mecanismo de ação neuroprotetor. Então, os animais foram tratados com o 

veículo ou com a palmatina, na dose de 2 mg/kg. Vinte quatro horas após a isquemia 

os animais foram perfundidos com parafomaldeído a 4% e seus cérebros fixados com 

formol tamponado. Após a realização dos cortes, as fatias foram incubadas “free 

floating” e foram utilizadas para as técnicas de imunohistoquímica (iNOS, COX-2, 

TNF-α, IL-1β, NF-κB e SOD-2) (n=4/grupo). 

Figura 05: Protocolo experimental 

 
Legenda: PAL: palmatina; TTC: Cloreto de 2,3,5-Trifeniltetrazol; A.N: Avaliação neurológica; MR: memória 

recente; MT memória tardia 

3.4 Isquemia cerebral focal por oclusão da artéria cerebral média (pMCAO)  

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

administrados por via intraperitoneal para o procedimento cirúrgico. A temperatura foi 

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

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

músculo temporal foi rebatido e, posteriormente, realizada uma craniectomia com uma broca 

odontológica de 1 mm, seguido da exposição e eletrocauterização da artéria cerebral média. 
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Em seguida a incisão foi suturada com fio de seda agulhado 4.0, e os animais foram colocados 

em gaiolas para recuperação da cirurgia com livre acesso a água e comida. Os animais falso-

operados (FO) foram submetidos aos procedimentos descritos para isquemia, exceto a 

eletrocauterização da artéria cerebral média (Figura 06) (TAMURA et al., 1981).  

Figura 06: Eletrocauterização da artéria cerebral média 

 

Arte: Jéssica Rabelo, 2015 

 3.5 Avaliação Neurológica 

Para a avaliação sensório-motora foi realizada a avaliação neurológica 24 horas 

após da isquemia. Os achados neurológicos foram pontuados utilizando uma escala 

previamente descrita por Garcia e colaboradores (1995) (Tabela 02).  

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

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

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

animal ao ser segurado pela cauda e suspenso no ar possui simetria dos quatro membros; o 

estiramento das patas dianteiras, que avalia se o animal caminha sobre as patas dianteiras na 

borda de uma mesa; a escalada, que analisa a capacidade do animal de subir e agarrar 

firmemente  uma grade de ferro ou de fazer movimentos circulares; a propriocepção corpórea 

na qual o animal é tocado com uma pinça em ambos os lados do corpo, que avalia a resposta 

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

lados do animal que analisa a resposta sensorial. 

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

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

parâmetro analisado. Onde o animal falso-operado recebe a maior pontuação (18 pontos), ou 

seja, melhor o desempenho sensório-motor. 
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Tabela 02 – Escala utilizada para a avaliação neurológica.  

Teste 
Escore 

0 1 2 3 

Atividade 
espontânea 

Sem 
movimento 

Animal não se 
ergue e 

raramente se 
movimenta 

Animal se 
movimenta, 
mas não se 

aproxima de 
pelo menos três 
lados da caixa 

Animal se 
movimenta, e 

se aproxima de 
pelo menos três 
lados da caixa 

Simetria do 
movimento 
das quatro 

patas 

Contralateral: 
sem 

movimento 

Contralateral: 
raros 

movimentos 

Contralateral: 
movimentos 

lentos 

Ambos os 
lados se 
movem 

simetricamente 

Estiramento 
das patas 
dianteiras 

Contralateral: 
sem 

movimento 

Contralateral: 
movimentos 

lentos 

Contralateral: 
movimento e 

alcance inferior 
ao lado 

ipsilateral 

Ambos os 
lados se 
movem 

simetricamente 

Escalada/ 
preensão 

.... 

Animal falha 
ao escalar e 

exibe 
movimentos 

circulares 

Animal com 
dificuldade de 
subir e a garrar 
a grade no lado 

contralateral 

Animal escala 
normalmente e 
agarra a grade 

Propriocepção 
corpórea 

... 
Sem resposta 

no lado 
contralateral 

Resposta fraca 
no lado 

contralateral 

Resposta 
simétrica 

Resposta ao 
toque da 
vibrissa 

... 
Sem resposta 

no lado 
contralateral 

Resposta fraca 
no lado 

contralateral 

Resposta 
simétrica 

Fonte: Adaptado de Garcia et al., 1995. 

3.6 Avaliação do infarto isquêmico - Cloreto de 2,3,5-Trifeniltetrazol  

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

e quantificar as regiões de infarto decorrentes da isquemia cerebral focal. O TTC é um sal que 

recebe um próton da succinato desidrogenase na membrana interna da mitocôndria, o que o 

reduz para uma forma insolúvel, o formazam, com coloração vermelho escuro que se deposita 

nas células viáveis. As células da região de infarto não possuem mitocôndrias viáveis, não 

havendo a formação da coloração vermelha e, portanto, sem cor (BEDERSON et al., 1986).  

Vinte e quatro horas após a isquemia os animais foram eutanasiados, decapitados e 

seus cérebros foram removidos, conservados em salina gelada até o momento da coloração, e 

foram fatiados totalmente em 4 fatias na espessura de 2 mm e imersos em solução de 1% de 

TTC à 37°C por 30 minutos. Em seguida, as fatias tiveram suas imagens digitalizadas em alta 

resolução, sendo analisadas as áreas de infarto e as áreas totais para os cálculos das 

respectivas percentagens utilizando-se o software ImageJ®  
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3.7 Avaliação da atividade locomotora - Teste do Campo Aberto  

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

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

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

O campo aberto consiste de uma arena quadrada (30 x 30 x 15 cm) de acrílico preto com o 

piso dividido em nove quadrantes iguais (Figura 07). No teste o animal foi colocado na arena 

e deixado para explorar o ambiente por 5 minutos, durante este período foi registrado o 

número de quadrantes atravessados pelo animal (número de cruzamentos), número de vezes 

que o animal se levantou para explorar o ambiente, mantendo-se suspenso apenas pelas patas 

traseiras, caracterizando o comportamento exploratório do tipo “rearing”. A arena foi limpa 

com álcool a 20% após cada animal ser retirado, para evitar interferência do cheiro de urina e 

fezes no teste.  

Figura 07 – Arena do Campo Aberto 

 

Fonte: LNC 

 

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

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

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

40 cm de comprimento (Figura 08).  Nesse teste, o animal é colocado no labirinto e deixado 

explorar por 8 minutos (SARTER; BODEWITZ; STEPHENS, 1988). Os animais apresentam 

forte tendência de alternar a entrada nos diferentes ambientes.  
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Figura 08 - Labirinto em Y. 

 

Fonte: 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 do braço que o animal entrou foi anotado 

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

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

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. 

3.9 Avaliação da memória aversiva – Teste da Esquiva Passiva  

O teste de esquiva passiva envolve a inibição da 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 (GOLD, 1986).  

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

por uma plataforma e uma grade eletrificada (Figura 09). 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 descer 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 
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24 h, quando o animal foi colocado na plataforma e o tempo de latência para a descida da 

plataforma foi registrada, nessa etapa o animal não recebe o choque.  

Figura 09: Aparelho de Esquiva Passiva 

 

Fonte: Insight LTDA. 

 

3.10 Análise imunohistoquímica 

Vinte quatro ou noventa e seis horas após pMCAO os animais (n=4/grupo) foram 

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

perfundidos transcardiacamente com salina, seguido por paraformaldeído a 4% em PBS. Os 

cérebros foram removidos e pós-fixados com formol tamponado durante 24 h e armazenados 

em sacarose a 30% (4ºC) até a realização dos cortes. Os cortes coronais do córtex, estriado e 

hipocampo foram feitos em um criostato (Leica CM3050 S, Heidelberg, Alemanha) a -21ºC, e 

armazenados free floating em PBS e azida sódica (4ºC) numa série de “um em seis” 50µm 

(300 mm de intervalo). Nas análises foram utilizadas 12 fatias representativas de cada grupo 

(3 fatias por animal, n=4). 

3.11 Avaliação da expressão de Iba-1, GFAP e iNOS 

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

permeabilizadas e bloqueadas com PBS (pH 7,4) contendo 1% Triton X-100 e 10% de soro de 

cavalo, por 2 hora à temperatura ambiente (TA). Em seguida, foram incubadas, free-floating, 

com o anticorpo primário preparado em solução de bloqueio (tabela 03) overnight a 4ºC e 

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

por 2 horas em TA com o anticorpo secundário, conjugado com o fluorocromo Alexa Fluor 

(tabela 04) diluído em solução de bloqueio. Após serem lavadas mais 3 vezes em PBS, as 

fatias foram montadas em lâminas gelatinizadas usando o meio de montagem fluoromont 

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

Confocal (Plataforma Zeiss 710, Zeiss). Para iNOS  as células foram consideradas positivas 

quando apresentaram-se arredondadas e com uma fluorescência verde e foram contadas em 
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todo o campo da imagem utilizado o programa ImageJ®, os resultados foram expressos pelo 

número de células iNOS positivas. Para Iba-1 e GFAP a quantificação se deu por medida da 

intensidade de fluorescência (IF) e foi calculada através do programa ImageJ®. 

3.12 Avaliação da imunoreatividade para COX-2, TNF-α, IL-1β, NF-κB e SOD-2 

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

três vezes durante 5 min (cada) com PBS e incubadas com tampão citrato pH 6,0, 90°C, para 

a exposição dos epítopos, em seguidas foram lavadas por 5 min com PBS e incubada com 

uma solução de bloqueio (PBS + 10% de metanol e 3% de peróxido de hidrogênio), durante 

60 minutos à temperatura ambiente, para bloquear a atividade da peroxidase endógena. 

Depois de lavar 3 vezes durante 5 min (cada) com PBS, fez-se o bloqueio das ligações 

inespecíficas com soro normal de cabra ou cavalo (a depender do anticorpo secundário) em 

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

temperatura ambiente, depois as secções foram incubadas com os anticorpos primários (tabela 

03) diluída em solução de bloqueio a 4ºC overnight. As secções foram então lavadas três 

vezes durante 10 min, em PBS. Após a lavagem, as lâminas foram incubadas com anticorpo 

secundário, diluído 1:200 em solução de bloqueio (tabela 04), foi realizada uma nova lavagem 

nas fatias com PBS por 5 min, e subsequentemente incubadas com conjugado de avidina-

biotina-peroxidase (coloração Sistema ABC, VECTOR), durante 30 min. Como revelador foi 

utilizado o DAB (VECTOR). As fatias foram montadas em entellan (Merck, Alemanha), e 

visualizadas sob um microscópio (Nikon Elipse E200) com aumento de 100x. 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 as respectivas marcações quando se 

apresentaram arredondas e com uma coloração acastanhada e foram contadas em todo o 

campo da imagem. Os resultados foram expressos pelo número de células positivas. 
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Tabela 03 Anticorpos primários utilizados para imunofluorescência e imunuhistoquímica 

Anticorpos primários Diluição Marca 

Anti-Iba-1 1:1000 Wako 

Anti-GFAP 1:1000 Abcam 

Anti-NOS-2 1:400 Santa Cruz 

Anti-COX-2 1:200 Santa Cruz 

Anti-TNFα 1:200 Sigma 

Anti – IL-1β 1:200 Santa Cruz 

Anti - NF-κB 1:200 Santa Cruz 

Anti-SOD2 1:300 Abcam 

 

Tabela 04 Anticorpos secundários utilizados para imunofluorescência e imunuhistoquímica 

 

 

 

 

 

3.13 Avaliação da expressão de sinaptofisina através da técnica de Western-blot 

Amostras de Tecidos do corpo estriado e do córtex (n=4/grupo) foram 

homogeneizadas separadamente em 3 mL de tampão de sacarose 32 mM, EDTA 1 mM, 

Hepes 10 mM e BSA 1 mg/mL, usando um homogeneizador de tecidos. Os homogenatos 

foram centrifugados a 3.000g durante 10 min a 4ºC, para remoção de debris. O sobrenadante 

foi submetido a uma nova centrifugação de 14.000g durante 1 hora a 4ºC. os pellets 

resultantes foram ressuspendidos em SDS 5% com coquetel inibidor de protease (SIGMA), e 

a concentração de proteínas determinada pelo método de Lowry (LOWRY et al., 1951).  

O hipocampo não foi utilizado na avaliação da expressão de sinaptofisina, pois um 

trabalho prévio realizado por nosso grupo utilizando esse mesmo modelo, não observou 

diferença entre os grupos testados para esse marcador no hipocampo (FONTELES, 2013). 

As amostras foram aquecidas a 95°C por 5 minutos e as proteínas (20µg) foram 

separadas em SDS-PAGE (gel a 12,5 %), utilizando-se o sistema Mini Protean®3Cell (Bio-

Rad, EUA), e foi eletricamente transferidas para as membranas de PVDF (Bio-Rad, EUA). As 

membranas foram bloqueadas com leite desnatado a 5% em TBS-T (Tampão Tris-salina com 

0,1% de Tween 20) por 1 hora e incubadas overnight os anticorpos anti-sinaptofisina (Rabbit, 

Anticorpos Secundários Diluição Marca 

Alexia Fluor anti-rabbit 488 1:500 Life tecnology 

Anti-Rabbit 1:200 Abcam 

Anti-goat 1:200 Abcam 
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1:200; Santa Cruz Biotechnology, CA) e anti-α-tubulina (mouse, 1:4000; Sigma, MO). Após 

lavagens em TBS-T, as membranas foram incubadas com os anticorpos secundários goat anti-

rabbit e goat anti-mouse (horseradish-peroxidase-conjugated, 1:3000; Bio-Rad) por 1 hora. 

Após a incubação com os anticorpos secundários as membranas foram lavadas duas 

vezes com o TBS-T e incubadas com ECL (Enhanced Chemiluminescent substrate, Bio Rad) 

por cerca de 5 minutos, sendo finalmente detectadas e analisadas pelos softwares Molecular 

Imager VersaDoc e Quantity One (Bio Rad), respectivamente. O valor final foi expresso pela 

razão da sinaptofisina pela α-tubulina. 

3.14 Análise estatística 

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

verificação da distribuição de frequência de dados. No caso de distribuição normal foram 

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

os testes não paramétricos (Mann-Whitney). Os valores foram                                                                                                                             

expressos por média ±EPM ou mediana (mín-máx).  

Para a análise do dano isquêmico, dos parâmetros sensório-motores, da memória de 

trabalho e da memória aversiva foi utilizado teste de Mann-Whitney. Para as análises de 

imunofluorescência e imunomarcação foi utilizado ANOVA seguido de teste de Bonferroni e 

a para a análise de western-blot foi utilizado ANOVA seguido de Tukey. 

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

Graph Pad Instat® 5.0. 
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4 RESULTADOS 

4.1 Avaliação sensório-motora dos animais submetidos à pMCAO e tratados com a 
palmatina. 

 Na avaliação neurológica, realizada 24h após a cirurgia, os parâmetros 

avaliados foram a atividade espontânea, simetria no movimento das quatro patas, estiramento 

das patas dianteiras, escalada e preensão, proporção corpórea e resposta ao toque da vibrissa. 

Nossos resultados mostraram que os animais isquemiados apresentaram déficit sensório-

motor significativo (escores - FO: 18 (17-18); FO+PAL 20: 18 (18-18); pMCAO: 13 (8-15)). 

Os animais tratados com a palmatina, nas doses de 0,2, 2 e 20mg/kg, obtiveram melhora 

significativa no desempenho sensório-motor em relação aos animais isquemiados (escores - 

pMCAO+PAL 0,2: 16 (13-18); pMCAO+PAL 2: 17 (15-18); pMCAO+PAL 20: 15,5 (13-17)) 

(Figura 10). 

Figura 10. A Palmatina melhora os déficits sensório-motores em camundongos submetidos à 

pMCAO. 

 

Os animais foram isquemiados por pMCAO e foram  tratados 2 horas depois com a palmatina, nas doses de 0,2, 

2 e 20 mg/kg, e após 24 horas da pMCAO foi realizada a avaliação neurológica. Os valores representam a 

mediana (MIN-MAX). p<0,05 avs FO, bvs pMCAO, n= 8. Teste de Mann-Whitney para comparação entre dois 

grupos. 
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4.2 Efeito da palmatina sobre o dano isquêmico de animais submetidos à pMCAO. 

 Os  animais  submetidos  à  pMCAO  apresentaram  uma área de infarto  

isquêmico  observado através da medida  da  porcentagem da área sem atividade mitocondrial 

24 horas após a isquemia (Figura 11).  Os animais isquemiados apresentaram uma área 

isquêmica significativamente maior (FO: 1,0 (0,0-1,0)%; FO+PAL 20:  1,0  (1,0-1,0)%;  

pMCAO:  12,0  (6,0-16,0)%).  O  tratamento  com  a  Palmatina  nas doses de 2 e 20 mg/kg 

conseguiu diminuir significativamente a área isquêmica quando comparamos com os animais  

isquemiados  (pMCAO+PAL 0,2:  11,0  (8,0-  17,0) %; pMCAO+PAL  2:  4,0  (2,0-7,0) %;       

pMCAO+PAL20: 3,5 (2,0-9,0)%) (Figura 12). Os dados também demonstram que a palmatina 

quando administrada em animais falso-operados não exerce efeito, já que não observamos 

diferença estatística entre os animais falso-operados tratados com veículo e os tratados com a 

palmatina na dose de 20mg/kg. 

Figura 11. Fotografia das fatias cerebrais submetidas à coloração com TTC 1% 

As áreas isquêmicas, nas quais as células não são mais viáveis (com enzimas inativas) correspondem às regiões 

pálidas, sem coloração, demarcadas pelas setas. 
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Figura 12. A Palmatina diminui a área de infarto isquêmico em camundongos submetidos à 

pMCAO.  

 

Os animais foram isquemiados por pMCAO e foram tratados 2 horas depois com palmatina, nas doses de 0,2, 2 e 

20 mg/kg. A área do infarto isquêmico foi avaliada 24 horas depois da pMCAO. Os valores representam a 

mediana (MIN-MÁX). p<0,05, avs FO, bvs pMCAO, n=8. Teste de Mann-Whitney para comparação entre dois 

grupos. 
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4.3 Efeito da Palmatina sobre a atividade locomotora de camundongos submetidos à 

pMCAO. 

O teste de campo aberto, realizado 72 horas após a indução de pMCAO, avalia a 

atividade locomotora. Não foram observadas alterações motoras na capacidade de exploração 

horizontal dos animais, avaliada através da observação do número de cruzamentos, como 

podemos observar na figura 13 (número de cruzamentos - FO: 75 (45-128); FO+PAL 20: 

111(80-150); pMCAO: 104 (68-190); pMCAO+PAL 0,2: 121,5 (63-165); pMCAO+PAL 2: 

117 (55-180); pMCAO+PAL 20: 121 (84-155)).  Também, não foi observada alteração 

motora na capacidade de exploração vertical dos animais (número de rearings - FO: 0,5 (0-3); 

FO+PAL 20: 2 (0-4); pMCAO: 1 (0-6)) (pMCAO+PAL 0,2: 2 (0-5); pMCAO+PAL 2: 0 (0-

2); pMCAO+PAL 20:  1 (0-7)) (Figura 14). 

Figura 13. A Palmatina não altera o número de cruzamentos no teste do campo aberto de 

camundongos submetidos à pMCAO. 
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Os animais foram isquemiados por pMCAO e foram tratados com a palmatina, nas doses de 0,2, 2 e 20 mg/kg, 2, 

24, 48 e 72 horas depois da isquemia, e após 72 horas da pMCAO foi realizado o teste que avalia a atividade 

locomotora. Os valores representam à mediana (MIN-MAX). n=8. Teste de Mann-Whitney para comparação 

entre dois grupos. 
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Figura 14. A Palmatina não altera o número de “rearings” no teste do campo aberto de 

camundongos submetidos à pMCAO. 

 

Os animais foram isquemiados por pMCAO e foram tratados com a palmatina, nas doses de 0,2, 2 e 20 mg/kg, 2, 

24, 48 e 72 horas depois da isquemia, e após 72 horas após a pMCAO foi realizado o teste que avalia a atividade 

locomotora. Os valores representam à mediana (MIN-MAX). n=8, Teste de Mann-Whitney para comparação 

entre dois. 
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4.4 Efeito da Palmatina sobre a memória de trabalho de camundongos submetidos à 

pMCAO. 

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

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

relação aos animais falso-operados (FO: 77.5 (55-91)%; FO + PAL 20: 73 (55-87)%; 

pMCAO: 54 (41.66-67,72) %). Esse déficit foi inibido pelo tratamento com a palmatina em 

todos as doses testadas 0,2, 2 e 20 mg/kg (pMCAO+PAL 0,2: 71 (51-88)%; pMCAO+PAL 

2: 68 (61-86)%; PAL 20: 67,5 (64-100)%) (Figura 15). 

Figura 15. A Palmatina protege contra os déficits de memória de trabalho induzidos pela 

pMCAO.  

 

Os animais foram isquemiados por pMCAO e foram  tratados com a palmatina, nas doses de 0,2, 2 e 20 mg/kg,  

2, 24, 48 e 72 horas depois da isquemia, e após 72 horas da pMCAO foi realizado o teste que avalia a memória 

de trabalho. Os valores representam à mediana (MIN-MAX). p<0,05, avs FO, bvs pMCAO, n=8. Teste de Mann-

Whitney para comparação entre dois grupos.  
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4.5 Efeito da Palmatina sobre a memória aversiva de camundongos submetidos à 

pMCAO. 

As memórias aversivas, recente e tardia, foram avaliadas através do teste da esquiva passiva, 

72 e 96 h após a cirurgia, respectivamente. Os animais submetidos à pMCAO apresentaram 

um déficit da memória aversiva recente - latência (FO: 242,4±48,18s; FO+PAL20: 

129,9±29,97s; pMCAO: 78,00±18,01s) e tardia (FO: 205,8±57,7s; FO+PAL20: 

53,00±20,45s; pMCAO: 30,7±10,51s) em comparação aos animais falso-operados. A 

palmatina reverteu o déficit de memória tardia na dose de 2 mg/kg, apesar de não ter 

protegido contra os déficits de memória aversiva recente em nenhuma das doses ((MR: 

pMCAO+PAL 0,2: 27,38±6,68s; pMCAO+PAL 2: 50,44±18,58s; pMCAO+PAL 20: 

77±38,33s) (MT: pMCAO+PAL 0,2: 32,38±9,968s; pMCAO+PAL 2: 103,6±35,38s; 

pMCAO+PAL 20: 84,14±48,10s)  (Figura 16). 

Figura 16. Efeito da Palmatina sobre a memória aversiva de camundongos submetidos à 

pMCAO.  
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Os animais foram isquemiados por pMCAO, foram tratados com a palmatina, nas doses de 0,2, 2 e 20 mg/kg, 2, 

24, 48 e 72 horas. 72 horas depois da pMCAO a memória recente foi avaliada e a tardia 96 horas após a 

isquemia. Os valores representam a média ± EPM. p<0,05, avs FO, bvs pMCAO. Teste de Mann-Whitney para 

comparação entre dois grupos. 
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4.6 Efeito da Palmatina sobre a ativação de microglia no córtex temporal, estriado e 

hipocampo de camundongos submetidos à pMCAO. 

Os animais isquemiados apresentaram aumento significativo na ativação da 

micróglia evidenciada pela imunofluorescência para Iba-1 no córtex (Intensidade de 

fluorescência - FO: 9,98±1,69; pMCAO: 21,57±2,81) (Figura 17) e no estriado (Intensidade 

de fluorescência FO: 9,71±1,64; pMCAO: 25,46±4,02) (Figura 18) avaliada 96 horas após a 

isquemia, o mesmo não ocorreu no hipocampo (Intensidade de fluorescência - FO: 

10,64±0,94; pMCAO: 20,69±4,60; pMCAO+PAL 2: 13,22± 1,99) (Figura 19). O tratamento 

com a Palmatina na dose de 2 mg/kg diminuiu significativamente essa imunofluorescência 

no córtex (Intensidade de fluorescência – pMCAO+PAL 2: 13,57±0,58), no estriado não foi 

observado uma diferença significativa quando comparado com o FO (Intensidade de 

fluorescência - pMCAO+PAL 2: 14,93±1,04).  



59 
 

 

Figura 17. A Palmatina diminui a ativação da micróglia córtex de camundongos 96 horas 

após a pMCAO. 
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A. Microfotografias (aumento de 100x) representativas da imunomarcação para Iba-1 em secções coronais do 

córtex. B. Intensidade de fluorescência para Iba-1 no córtex de camundongos submetidos à pMCAO. 

Os animais foram isquemiados por pMCAO e foram tratado com a palmatina 2mg/kg 2, 24, 48 e 72 horas 

depois. A imunoreatividade foi avaliada 96 horas após a pMCAO. Os valores representam a média ± EPM. 

p<0,05 avs FO, bvs pMCAO, n=4. ANOVA, seguida do teste Bonferroni. 
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Figura 18. A Palmatina não diminui ativação da micróglia no estriado de camundongos 96 

horas após a pMCAO. 
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A. Microfotografias (aumento de 100x) representativas da imunomarcação para Iba-1 em secções do estriado. B. 

Intensidade de fluorescência para Iba-1 no estriado de camundongos submetidos à pMCAO. 

Os animais foram isquemiados por pMCAO e foram tratado com a palmatina 2mg/kg 2, 24, 48 e 72 horas 

depois. A imunoreatividade foi avaliada 96 horas após a pMCAO. Os valores representam a média ± EPM. 

p<0,05, avs FO, n=4. ANOVA, seguida do teste Bonferroni. 
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Figura 19. A palmatina não altera a ativação da micróglia no hipocampo de camundongos 96 

horas após a pMCAO. 
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A. Microfotografias (aumento de 100x) representativas da imunomarcação para Iba-1 em secções coronais do 

hipocampo. B. Intensidade de fluorescência para Iba-1 no hipocampo de camundongos submetidos à pMCAO. 

Os animais foram isquemiados por pMCAO e foram tratado com a palmatina 2mg/kg 2, 24, 48 e 72 horas 

depois. A imunoreatividade foi avaliada 96 horas após a pMCAO. Os valores representam a média ± EPM, n=4. 

ANOVA, seguida do teste Bonferroni. 
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4.7 Efeito da Palmatina sobre ativação de astrócitos no córtex, estriado e hipocampo de 

camundongos submetidos à pMCAO. 

Os animais isquemiados apresentaram aumento significativo na ativação da 

astrócito evidenciada pela imunofluorescência para GFAP, marcador dessas células, no 

córtex e no estriado (Intensidade de fluorescência – Córtex: FO: 4,48±0,69; pMCAO: 

29,72±5,74; Estriado: FO: 4,29±0,72; pMCAO: 34,82±5,17) (Figura 20 e 21) 96 horas após 

a isquemia, o mesmo não ocorreu no hipocampo (Intensidade de fluorescência - FO: 

12,95±1,04; pMCAO: 16,18±2,65; pMCAO+PAL 2: 13,70±0,87) (Figura 22), e o 

tratamento com a Palmatina na dose de 2 mg/kg diminui  significativamente essa 

imunofluorescência para GFAP no córtex (Intensidade de fluorescência – pMCAO+PAL 2: 

13,18±1,98) e no estriado (Intensidade de fluorescência - pMCAO+PAL 2: 18,58±3,76), 

demonstrando a ação da palmatina em diminuir a ativação de astrócito. 
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Figura 20. A Palmatina diminuiu a ativação de astrócitos no córtex de camundongos 96 

horas após a pMCAO. 
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A. Microfotografias (aumento de 100x) representativas da imunomarcação para GFAP em secções coronais do 

córtex. B. Intensidade de fluorescência para GFAP no córtex de camundongos submetidos à pMCAO. 

Os animais foram isquemiados por pMCAO e foram tratado com a palmatina 2mg/kg 2, 24, 48 e 72 horas 

depois. A imunoreatividade foi avaliada 96 horas após a pMCAO. Os valores representam a média ± EPM. 

p<0,05 avs FO, bvs pMCAO, n=4. ANOVA, seguida do teste Bonferroni. 

 

 



64 
 

 

Figura 21. A palmatina diminuiu a ativação de astrócitos no estriado de camundongos 96 

horas após a pMCAO. 
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A. Microfotografias (aumento de 100x) representativas da imunomarcação para GFAP em secções do estriado. 

B. Intensidade de fluorescência para GFAP no estriado de camundongos submetidos à pMCAO.  

Os animais foram isquemiados por pMCAO e foram tratado com a palmatina 2mg/kg 2, 24, 48 e 72 horas 

depois. A imunoreatividade foi avaliada 96 horas após a pMCAO. Os valores representam a média ± EPM. 

p<0,05 avs FO, bvs pMCAO, n=4. ANOVA, seguida do teste Bonferroni. 
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Figura 22. A palmatina não altera a ativação de astrócitos no hipocampo de camundongos 96 

horas após a pMCAO. 
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A. Microfotografias (aumento de 100x) representativas da imunomarcação para GFAP em secções coronais do 

hipocampo. B. Intensidade de fluorescência para GFAP no hipocampo de camundongos submetidos à 

pMCAO. 

Os animais foram isquemiados por pMCAO e foram tratado com a palmatina 2mg/kg 2, 24, 48 e 72 horas 

depois. A imunoreatividade foi avaliada 96 horas após a pMCAO. Os valores representam a média ± EPM, 

n=4. ANOVA, seguida do teste Bonferroni. 
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4.8 Efeito da Palmatina sobre a expressão de iNOS no córtex, estriado e hipocampo de 

camundongos submetidos à pMCAO. 

A imunofluorescência para iNOS foi realizada em dois momentos diferentes, 24 e 

96 horas após a indução da isquemia cerebral. Na avaliação realizada 24 horas após a 

isquemia verificou-se um aumento significativo no número de células iNOS positivas, quando 

comparados aos animais falso-operados, tanto no córtex (cél. iNOS positivas - Córtex: FO: 

1±0,40; pMCAO: 62±11,31) (Figura 23) quanto no estriado dos animais (cél. iNOS positivas 

- Estriado: FO: 1,25±0,25; pMCAO: 46,25±10,63) (Figura 24), o mesmo não aconteceu no 

hipocampo (cél. iNOS positivas - Hipocampo: FO: 0,5±0,28; pMCAO: 0,75±0,47) (Figura 

25). O tratamento com a Palmatina na dose 2 mg/kg diminui significativamente o número de 

células iNOS positivas apenas no córtex dos animais, no estriado essa diminuição não foi 

significativa (cél. iNOS positivas - córtex: pMCAO+PAL 2: 27±8,91; Estriado: 

pMCAO+PAL 2: 21±5,24; Hipocampo: pMCAO+PAL 2: 1±0,57). 

Na avaliação realizada 96 horas após a isquemia verificou-se que não houve 

diferença significativa entre os grupos falso operado, isquemiado e isquemiado tratado com 

palmatina na dose de 2mg/kg no córtex (Figura 26), no estriado (Figura 27) e nem no 

hipocampo (Figura 28) (cél. iNOS positivas - Córtex: FO: 0,75±0,47; pMCAO: 9,5±2,39; 

pMCAO+PAL 2: 10,5±3,52; Estriado: FO: 0,5±0,5; pMCAO: 27±6,72; pMCAO+PAL 2: 

20,5±9,53;  Hipocampo: FO: 0,25±0,25; pMCAO: 2,25±1,3; pMCAO+PAL 2: 0,25±0,25). 
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Figura 23. A Palmatina diminui a expressão de iNOS no córtex de camundongos 24 horas 

após a pMCAO.  
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A. Microfotografias (aumento de 100x) representativas da imunomarcação para iNOS em secções coronais do 

córtex 24 horas após a cirurgia. As setas indicam células iNOS positivas. B. Número de células iNOS positivas 

no córtex de camundongos 24 horas após a pMCAO 

Os animais foram isquemiados por  pMCAO, foram  tratados com a palmatina 2mg/kg após 2 horas, e  24 horas 

depois da pMCAO a imunoreatividade foi avaliada. Os valores representam a média ± EPM.  p<0,05, avs FO, bvs 

pMCAO, n=4. ANOVA, seguida do teste Bonferroni. 
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Figura 24. A Palmatina não diminui a expressão de iNOS no estriado de camundongos 24 

horas após a pMCAO. 
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A. Microfotografias (aumento de 100x) representativas da imunomarcação para iNOS em secções coronais do 

estriado 24 horas após a cirurgia. As setas indicam células iNOS positivas. B. Número de células iNOS positivas 

no estriado de camundongos 24 horas após a pMCAO. 

Os animais foram isquemiados por  pMCAO, foram  tratados com a palmatina 2mg/kg após 2 horas,  24 horas 

depois da pMCAO a imunoreatividade foi avaliada. Os valores representam a média ± EPM.  p<0,05, avs FO, bvs 

pMCAO, n=4. ANOVA, seguida do teste Bonferroni. 
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Figura 25. A Palmatina não altera a expressão de iNOS no hipocampo de camundongos 24 

horas após a pMCAO. 

A.  

 

B. 

 

 

A. Microfotografias (aumento de 100x) representativas da imunomarcação para iNOS em secções coronais do 

hipocampo 24 horas após a cirurgia. B. Número de células iNOS positivas no hipocampo de animais 24 horas 

após a pMCAO.  

Os animais foram isquemiados por  pMCAO, foram  tratados com a palmatina 2mg/kg após 2 horas, e  24 horas 

depois da pMCAO a imunoreatividade foi avaliada. Os valores representam a média ± EPM, n=4. ANOVA, 

seguida do teste Bonferroni. 
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Figura 26. A Palmatina não altera a expressão de iNOS no córtex de camundongos 96 horas 

após a pMCAO. 
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A. Microfotografias (aumento de 100x) representativas da imunomarcação para iNOS em secções coronais do 

córtex 96 horas após a cirurgia. As setas indicam células iNOS positivas. B. Número de células iNOS positivas 

no córtex de camundongos 96 horas após a pMCAO. 

Os animais foram isquemiados por  pMCAO, foram  tratados com a palmatina 2mg/kg após 2, 24, 48 e 72 horas 

depois, e a imunoreatividade foi avaliada 96 horas após a pMCAO. Os valores representam a média ± EPM, n=4. 

ANOVA, seguida do teste Bonferroni. 
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Figura 27. A Palmatina não altera a expressão de iNOS no estriado de camundongos 96 horas 

após a pMCAO. 

A. 

 

 

B. 

 
A. Microfotografias (aumento de 100x) representativas da imunomarcação para iNOS em secções coronais do 

estriado 96 horas após a cirurgia. As setas indicam células iNOS positivas. B. Número de células iNOS positivas 

no estriado de camundongos 96 horas após a pMCAO 

Os animais foram isquemiados por  pMCAO, foram  tratados com a palmatina 2mg/kg após 2, 24, 48 e 72 horas 

depois, e a imunoreatividade foi avaliada 96 horas após a pMCAO. Os valores representam a média ± EPM, n=4. 

ANOVA, seguida do teste Bonferroni. 
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Figura 28. A Palmatina não altera a expressão de iNOS no hipocampo de camundongos 96 

horas após a pMCAO. 

A. 

B. 

 
 

A. Microfotografias (aumento de 100x) representativas da imunomarcação para iNOS em secções coronais do 

hipocampo 96 horas após a cirurgia. A seta indica célula iNOS positiva. B. Número de células iNOS positivas no 

hipocampo de animais 96 horas após a pMCAO. 

Os animais foram isquemiados por  pMCAO, foram  tratados com a palmatina 2mg/kg após 2, 24, 48 e 72 horas 

depois, e a imunoreatividade foi avaliada 96 horas após a pMCAO. Os valores representam a média ± EPM, n=4. 

ANOVA, seguida do teste Bonferroni. 

FO pMCAO + PAL 2 pMCAO 
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4.9 Efeito da Palmatina sobre a expressão de COX-2 no córtex, estriado e hipocampo de 

camundongos submetidos à pMCAO. 

A imunomarcação para a COX-2 foi realizada em dois momentos diferentes, 24 e 

96 horas após a indução da isquemia cerebral. Na avaliação realizada 24 horas após a 

isquemia verificou-se que a isquemia aumenta significativamente o número de células COX-2 

positivas, quando comparado aos animais falso-operados, no córtex (Figura 29), estriado 

(Figura 30) e hipocampo (Figura 31) (cél. COX-2 positivas - Córtex: FO: 16,25±2,32; 

pMCAO: 50±5,55; Estriado: FO: 16,5±4,71; pMCAO: 56,75±2,59; Hipocampo: FO: 11±0,70; 

pMCAO: 41,25±3,03). O tratamento com a Palmatina na dose 2 mg/kg diminui 

significativamente o número de células COX-2 positivas no estriado e no hipocampo (cél. 

COX-2 positivas - estriado: pMCAO+PAL 2: 28±3,08; Hipocampo: pMCAO+PAL 2: 

28,5±2,66), mas não no córtex (cél. COX-2 positivas - pMCAO+PAL 2: 38,25±2,59). 

Na avaliação realizada 96 horas após a isquemia verificou-se um aumento 

significativo no número de células COX-2 positivas, quando comparados aos animais falso-

operados, no córtex (Figura 32), no estriado dos animais (Figura 33), mas não no hipocampo 

(Figura 34) (cél. COX-2 positivas - Córtex: FO: 19±3,93; pMCAO: 44±3,10; Estriado: FO: 

17,75±5,92; pMCAO: 57±11,45; Hipocampo: FO: 11,50±1,19; pMCAO: 10,75±1,79). O 

tratamento com a Palmatina na dose 2 mg/kg diminui significativamente o número de células 

COX-2 positivas no córtex e no estriado (cél. COX-2 positivas - córtex: pMCAO+PAL 2: 

12±2,79; Estriado: pMCAO+PAL 2: 12,25±6,21), mas não no hipocampo (cél. COX-2 

positivas - pMCAO+PAL 2: 6,25±1,10). 
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Figura 29. A Palmatina não altera a expressão de COX-2 no córtex de camundongos 24 horas 

após a pMCAO. 

A. 

 

B. 

 
A. Microfotografias (aumento de 100x) representativas da imunomarcação para COX-2 em secções coronais do 

córtex 24 horas após a cirurgia. As setas indicam células COX-2 positivas. B. Número de células COX-2 

positivas no córtex de camundongos 24 horas após a pMCAO. 

Os animais foram isquemiados por pMCAO, foram tratados com a palmatina 2mg/kg 2 horas depois, e a 

imunoreatividade foi avaliada 24 horas após a pMCAO. Os valores representam a média ± EPM.  p<0,05, avs 

FO, n=4. ANOVA, seguida do teste Bonferroni. 
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Figura 30. A Palmatina diminuiu a expressão de COX-2 no estriado de camundongos 24 

horas após a pMCAO. 
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A. Microfotografias (aumento de 100x) representativas da imunomarcação para COX-2 em secções coronais do 

estriado 24 horas após a cirurgia.  As setas indicam células COX-2 positivas. B. Número de células COX-2 

positivas no estriado de camundongos 24 horas após a pMCAO. 

Os animais foram isquemiados por pMCAO, foram tratados com a palmatina 2mg/kg 2 horas depois, e a 

imunoreatividade foi avaliada 24 horas após a pMCAO. Os valores representam a média ± EPM.  p<0,05, avs 

FO, bvs pMCAO, p<0,05, n=4. ANOVA, seguida do teste Bonferroni.  
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Figura 31. A Palmatina diminuiu a expressão de COX-2 no hipocampo de camundongos 24 

horas após a pMCAO. 

A. 

 

B. 

 
A. Microfotografias (aumento de 100x) representativas da imunomarcação para COX-2 em secções coronais do 

hipocampo 24 horas após a cirurgia. As setas indicam células COX-2 positivas. B. Número de células COX-2 

positivas no hipocampo de animais 24 horas após a pMCAO 

Os animais foram isquemiados por pMCAO, foram tratados com a palmatina 2mg/kg 2 horas depois, e a 

imunoreatividade foi avaliada 24 horas após a pMCAO. Os valores representam a média ± EPM.  p<0,05, avs 

FO, bvs pMCAO, n=4. ANOVA, seguida do teste Bonferroni.  
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Figura 32. A Palmatina diminuiu a expressão de COX-2 no córtex de camundongos 96 

horas após a pMCAO. 
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A. Microfotografias (aumento de 100x) representativas da imunomarcação para COX-2 em secções coronais do 

córtex 96 horas após a cirurgia. As setas indicam células COX-2 positivas. B. Número de células COX-2 

positivas no córtex de camundongos 96 horas após a pMCAO. 

Os animais foram isquemiados por  pMCAO, foram  tratados com a palmatina 2mg/kg após 2, 24, 48 e 72 horas 

depois, e a imunoreatividade foi avaliada 96 horas após a pMCAO. Os valores representam a média ± EPM. 

p<0,05, avs FO, bvs pMCAO, n=4. ANOVA, seguida do teste Bonferroni. 
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Figura 33. A Palmatina diminuiu a expressão de COX-2 no estriado de camundongos 96 

horas após a pMCAO. 
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A. Microfotografias (aumento de 100x) representativas da imunomarcação para COX-2 em secções coronais do 

estriado 96 horas após a cirurgia. As setas indicam células COX-2 positivas. B. Número de células COX-2 

positivas no estriado de camundongos 96 horas após a pMCAO. 

Os animais foram isquemiados por  pMCAO, foram  tratados com a palmatina 2mg/kg após 2, 24, 48 e 72 horas 

depois, e a imunoreatividade foi avaliada 96 horas após a pMCAO. Os valores representam a média ± EPM. 

p<0,05, avs FO, bvs pMCAO, n=4. ANOVA, seguida do teste Bonferroni. 
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Figura 34. A Palmatina não altera a expressão de COX-2 no hipocampo de camundongos 96 

horas após a pMCAO. 
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A. Microfotografias (aumento de 100x) representativas da imunomarcação para COX-2 em secções coronais do 

hipocampo 96 horas após a cirurgia. A seta indica uma célula COX-2 positiva. B. Número de células COX-2 

positivas no hipocampo de animais 96 horas após a pMCAO 

Os animais foram isquemiados por  pMCAO, foram  tratados com a palmatina 2mg/kg após 2, 24, 48 e 72 horas 

depois, e a imunoreatividade foi avaliada 96 horas após a pMCAO. Os valores representam a média ± EPM, n=4. 

ANOVA, seguida do teste Bonferroni. 
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4.10 Efeito da Palmatina sobre a expressão de TNF-α no córtex, estriado e hipocampo de 

camundongos submetidos à pMCAO. 

 A imunomarcação para TNF-α foi realizada 24 horas após a indução da 

isquemia cerebral, e foi observado um aumento significativo no número de células TNF-α 

positivas, quando comparados aos animais falso-operados, tanto no córtex (Figura 35) quanto 

no estriado (Figura 36) e hipocampo dos animais (Figura 37) (cél. TNF-α positivas Córtex: 

FO: 9±3,41; pMCAO: 36,75±6,71; Estriado: FO: 4,5±2,53; pMCAO: 40±1,81; Hipocampo: 

FO: 4,75±1,32; pMCAO: 25,33±1,45). O tratamento com a Palmatina na dose 2 mg/kg 

diminuiu significativamente o número de células TNF-α positivas no córtex, no estriado e no 

hipocampo (cél. TNF-α positivas - córtex: pMCAO+PAL 2: 13,25±5,29; Estriado: 

pMCAO+PAL 2: 7,5±3,40; Hipocampo: pMCAO+PAL 2: 12,25±3,22). 
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Figura 35. A Palmatina diminuiu expressão de TNF-α no córtex de camundongos 24 horas 

após a pMCAO. 
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A. Microfotografias (aumento de 100x) representativas da imunomarcação para TNF-α em secções coronais do 

córtex 24 horas após a cirurgia. As setas indicam células TNF-α positivas. B. Número de células TNF-α 

positivas no córtex de camundongos 24 horas após a pMCAO. 

Os animais foram isquemiados por pMCAO, foram tratados com a palmatina 2mg/kg 2 horas depois, e a 

imunoreatividade foi avaliada 24 horas após a pMCAO. Os valores representam a média ± EPM.  p<0,05, avs 

FO, bvs pMCAO, n=4. ANOVA, seguida do teste Bonferroni. 
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Figura 36. A Palmatina diminui a expressão de TNF-α no estriado de camundongos 24 horas 

após a pMCAO. 
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A. Microfotografias (aumento de 100x) representativas da imunomarcação para TNF-α em secções coronais do 

estriado 24 horas após a cirurgia. As setas indicam células TNF-α positivas. B. Número de células TNF-α 

positivas no estriado de camundongos 24 horas após a pMCAO 

Os animais foram isquemiados por pMCAO, foram tratados com a palmatina 2mg/kg 2 horas depois, e a 

imunoreatividade foi avaliada 24 horas após a pMCAO. Os valores representam a média ± EPM.  p<0,05, avs 

FO, bvs pMCAO, n=4. ANOVA, seguida do teste Bonferroni. 
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Figura 37. A Palmatina diminui a expressão de TNF-α no hipocampo de camundongos 24 

horas após a pMCAO. 
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A. Microfotografias (aumento de 100x) representativas da imunomarcação para TNF-α em secções coronais do 

hipocampo 24 horas após a cirurgia. As setas indicam células TNF-α positivas. B. Número de células TNF-α 

positivas no hipocampo de camundongos 24 horas após a pMCAO 

Os animais foram isquemiados por pMCAO, foram tratados com a palmatina 2mg/kg 2 horas depois, e a 

imunoreatividade foi avaliada 24 horas após a pMCAO. Os valores representam a média ± EPM.  p<0,05, avs 

FO, bvs pMCAO, n=4. ANOVA, seguida do teste Bonferroni. 
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4.11 Efeito da Palmatina sobre a expressão de IL-1β no córtex, estriado e hipocampo de 

camundongos submetidos à pMCAO. 

 A imunomarcação para IL-1β foi realizada 24 horas após a indução da 

isquemia cerebral, e foi observado um aumento significativo no número de células IL-1β 

positivas, quando comparados com os animais falso-operados, tanto no córtex (Figura 38) 

quanto no estriado dos animais (Figura 39), no hipocampo este aumento não foi significativo 

(Figura 40) (cél. IL-1β positivas - Córtex: FO: 1,75±0,25; pMCAO: 13±3,61; Estriado: FO: 

1±0; pMCAO: 28,75±8,37; Hipocampo: FO: 4,5±2,28; pMCAO: 19,75±12,05). O tratamento 

com a Palmatina na dose 2 mg/kg diminuiu significativamente o número de células IL-1β 

positivas no córtex e no estriado (cél. IL-1β positivas - córtex: pMCAO+PAL 2: 4,75±1,10; 

Estriado: pMCAO+PAL 2: 7,25±2,28; Hipocampo: pMCAO+PAL 2: 3,25 ±0,25). 
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Figura 38. A Palmatina diminui a expressão de IL-1β no córtex de camundongos 24 horas 

após a pMCAO. 
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A. Microfotografias (aumento de 100x) representativas da imunomarcação para IL-1β em secções coronais do 

córtex 24 horas após a cirurgia. As setas indicam células IL-1β positivas. B. Número de células IL-1β positivas 

no córtex de camundongos 24 horas após a pMCAO. 

Os animais foram isquemiados por pMCAO, foram tratado com a palmatina 2mg/kg 2 horas depois, e a 

imunoreatividade foi avaliada 24 horas após a pMCAO. Os valores representam a média ± EPM. p<0,05, avs FO, 
bvs pMCAO, n=4. ANOVA, seguida do teste Bonferroni. 
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Figura 39. A Palmatina diminui a expressão de IL-1β no estriado de camundongos 24 horas 

após a pMCAO. 
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A. Microfotografias (aumento de 100x) representativas da imunomarcação para IL-1β em secções coronais do 

estriado 24 horas após a cirurgia. As setas indicam células IL-1β positivas. B. Número de células IL-1β positivas 

no estriado de camundongos 24 horas após a pMCAO. 

Os animais foram isquemiados por pMCAO, foram tratado com a palmatina 2mg/kg 2 horas depois, e a 

imunoreatividade foi avaliada 24 horas após a pMCAO. Os valores representam a média ± EPM.  p<0,05, avs 

FO, bvs pMCAO, n=4. ANOVA, seguida do teste Bonferroni. 
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Figura 40. A Palmatina não altera expressão de IL-1β no hipocampo de camundongos 24 

horas após a pMCAO. 
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A. Microfotografias (aumento de 100x) representativas da imunomarcação para IL-1β em secções coronais do 

hipocampo 24 horas após a cirurgia. B. Número de células IL-1β positivas no hipocampo de camundongos 24 

horas após a pMCAO. 

Os animais foram isquemiados por pMCAO, foram tratado com a palmatina 2mg/kg 2 horas depois, e a 

imunoreatividade foi avaliada 24 horas após a pMCAO. Os valores representam a média ± EPM, n=4. ANOVA, 

seguida do teste Bonferroni. 
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4.12 Efeito da Palmatina sobre a expressão de NF-кB no córtex, estriado e hipocampo de 

camundongos submetidos à pMCAO. 

 A imunomarcação para NF-кB foi realizada 24 horas após a indução da 

isquemia cerebral, e foi observado um aumento significativo no número de células NF-кB 

positivas, quando comparados aos animais falso-operados, tanto no córtex (Figura 41) quanto 

no estriado (Figura 42), no hipocampo não foi significativo (Figura 43) (cél. NF-кB positivas 

- Córtex: FO: 7,75±1,60; pMCAO: 25,25±6,42; Estriado: FO: 8,5±2,10; pMCAO: 

25,75±1,31; Hipocampo: FO: 3,25±0,75; pMCAO: 15,5±5,66). O tratamento com a Palmatina 

na dose 2 mg/kg diminuiu significativamente o número de células NF-кB positivas no córtex 

e no estriado (cél. NF-кB positivas - córtex: pMCAO+PAL 2: 6,25±2,86; Estriado: 

pMCAO+PAL 2: 10,25±2,83; Hipocampo: pMCAO+PAL 2: 3,5±0,5). 
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Figura 41. A Palmatina diminuiu a expressão de NF-кB no córtex de camundongos 24 horas 

após a pMCAO. 
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A. Microfotografias (aumento de 100x) representativas da imunomarcação para NF-кB em secções coronais do 

córtex 24 horas após a cirurgia. As setas indicam células NF-кB positivas. B. Número de células NF-кB 

positivas no córtex de camundongos 24 horas após a pMCAO 

Os animais foram isquemiados por pMCAO, foram tratado com a palmatina 2mg/kg 2 horas depois, e a 

imunoreatividade foi avaliada 24 horas após a pMCAO. Os valores representam a média ± EPM. p<0,05, avs FO, 
bvs pMCAO, , n=4. ANOVA, seguida do teste Bonferroni. 
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Figura 42. A Palmatina diminuiu a expressão de NF-кB no estriado de camundongos 24 horas 

após a pMCAO. 
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A. Microfotografias (aumento de 100x) representativas da imunomarcação para NF-кB em secções coronais do 

estriado 24 horas após a cirurgia. As setas indicam células NF-кB positivas. B. Número de células NF-кB 

positivas no estriado de camundongos 24 horas após a pMCAO. 

Os animais foram isquemiados por pMCAO, foram tratado com a palmatina 2mg/kg 2 horas depois, e a 

imunoreatividade foi avaliada 24 horas após a pMCAO. Os valores representam a média ± EPM. p<0,05, avs FO, 
bvs pMCAO, n=4. ANOVA, seguida do teste Bonferroni. 
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Figura 43. A Palmatina não altera a expressão de NF-кB no hipocampo de camundongos 24 

horas após a pMCAO. 
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A. Microfotografias (aumento de 100x) representativas da imunomarcação para NF-кB em secções coronais do 

hipocampo 24 horas após a cirurgia. As setas indicam células NF-кB positivas. B. Número de células NF-кB 

positivas no hipocampo de camundongos 24 horas após a pMCAO 

Os animais foram isquemiados por pMCAO, foram tratado com a palmatina 2mg/kg 2 horas depois, e a 

imunoreatividade foi avaliada 24 horas após a pMCAO. Os valores representam a média ± EPM, n=4. ANOVA, 

seguida do teste Bonferroni. 



92 
 

 

4.13 Efeito da Palmatina sobre o estresse oxidativo avaliada através da expressão de 

SOD-2 no córtex, estriado e hipocampo de camundongos submetidos à pMCAO. 

 A imunomarcação para superóxido desmutase 2 (SOD-2) foi realizada 24 horas 

após a indução da isquemia cerebral, e foi observado que não houve diferença estatística entre 

os grupos FO, pMCAO e pMCAO tratados com a palmatina em nenhuma área testada (cél. 

SOD2 positivas: Córtex: FO: 63,00±6,97; pMCAO: 47,25± 3,22; pMCAO+PAL 2: 

49,50±2,72; Estriado: FO: 57,50±8,74; pMCAO: 50,25±5,48; pMCAO+PAL 2: 49,00±2,67; 

Hipocampo: FO: 57,00±10,50; pMCAO: 36,50±6,11; pMCAO+PAL 2: 39,50±3,86) (Figura 

44, 45 e 46).  
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Figura 44. A Palmatina não altera a expressão de SOD-2 no córtex de camundongos 24 horas 

após a pMCAO. 

A.

 

B. 

 

 

A. Microfotografias (aumento de 100x) representativas da imunomarcação para SOD-2 em secções coronais do 

córtex 24 horas após a cirurgia. As setas indicam células SOD-2 positivas. B. Número de células SOD-2 

positivas no córtex de camundongos 24 horas após a pMCAO 

Os animais foram isquemiados por pMCAO, foram tratado com a palmatina 2mg/kg 2 horas depois, e a 

imunoreatividade foi avaliada 24 horas após a pMCAO. Os valores representam a média ± EPM, n=4. ANOVA, 

seguida do teste Bonferroni. 
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Figura 45. A Palmatina não altera a expressão de SOD-2 no estriado de camundongos 24 

horas após a pMCAO. 

A. 
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A. Microfotografias (aumento de 100x) representativas da imunomarcação para SOD-2 em secções coronais do 

estriado 24 horas após a cirurgia. As setas indicam células SOD-2 positivas. B. Número de células SOD-2 

positivas no estriado de camundongos 24 horas após a pMCAO 

Os animais foram isquemiados por pMCAO, foram tratado com a palmatina 2mg/kg 2 horas depois, e a 

imunoreatividade foi avaliada 24 horas após a pMCAO. Os valores representam a média ± EPM, n=4. ANOVA, 

seguida do teste Bonferroni. 

 

 

 

 

 

FO pMCAO + PAL 2 pMCAO 
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Figura 46. A Palmatina não altera a expressão de SOD-2 no hipocampo de camundongos 24 

horas após a pMCAO. 

A. 
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A. Microfotografias (aumento de 100x) representativas da imunomarcação para SOD-2 em secções coronais do 

hipocampo 24 horas após a cirurgia. . As setas indicam células SOD-2 positivas. B. Número de células SOD-2 

positivas no hipocampo de camundongos 24 horas após a pMCAO 

Os animais foram isquemiados por pMCAO, foram tratado com a palmatina 2mg/kg 2 horas depois, e a 

imunoreatividade foi avaliada 24 horas após a pMCAO. Os valores representam a média ± EPM, n=4. ANOVA, 

seguida do teste Bonferroni. 

FO pMCAO + PAL 2 pMCAO 
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4.14 Efeito da Palmatina sobre a expressão de sinaptofisina no córtex e estriado de 

camundongos submetidos à pMCAO. 

A expressão de sinaptofisina foi avaliada 96 horas após a indução da pMCAO e 

não foram observadas alterações significativas no córtex dos animais quanto a expressão de 

sinaptofisina (sinaptofisina/α-tubulina: FO: 0,95±0,12; pMCAO: 0,85±0,08; pMCAO +PAL2: 

0,87±0,08). Apesar de observamos uma diminuição da expressão de sinaptofisina no estriado 

nos animais isquemiados esta não foi significativamente diferente dos animais falso operados 

(sinaptofisina/α-tubulina: FO: 0,56±0,09; pMCAO: 0,26±0,07; pMCAO +PAL2: 0,53±0,11) 

(Figura 47 e 48). 

Figura 47. A palmatina não altera a expressão de sinaptofisina no córtex de camundongos 96 

horas após a pMCAO 
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Os animais foram isquemiados por pMCAO, foram tratados com a palmatina 2mg/kg 2, 24, 48 e 72 horas 

depois, e após 96 horas suas áreas foram retiradas para a realização do Western Blot. Valores expressos em 

média ± EPM, n=4. ANOVA, seguida do teste Tukey. 
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Figura 48. A Palmatina não altera a expressão de sinaptofisina no estriado de camundongos 

96 horas após à pMCAO 
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Os animais foram isquemiados por pMCAO, foram tratados com a palmatina 2mg/kg 2, 24, 48 e 72 horas 

depois, e após 96 horas suas áreas foram retiradas para a realização do Western Blot. Valores expressos em 

média ± EPM, n=4. ANOVA, seguida do teste Tukey. 
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 5 DISCUSSÃO 

O presente estudo demostrou que a palmatina reduziu significativamente os 

déficits neurológicos, melhorou a memória de trabalho e apresentou efeito anti-inflamatório 

por diminuir a resposta inflamatória e a ativação glial, esses resultados sugerem o efeito 

benéfico da palmatina na isquemia cerebral.  

No nosso trabalho a palmatina foi administrada 2 horas após a isquemia, por via 

oral, sendo estudado seu efeito na memória, inflamação, estresse oxidativo e sinaptogênese. 

Inicialmente, foram testadas três doses diferentes de palmatina, sendo 0,2, 2 e 20 mg/kg, sobre 

o tamanho da área de infarto isquêmico, as alterações neurológicas e alterações de memória 

induzidas pela isquemia cerebral focal permanente em camundongos. Os resultados nos 

mostraram que tanto a dose de 2 mg/kg como a dose de 20 mg/kg diminuíram a área de 

infarto, diminuíram os déficits neurológico e na memória de trabalho. Assim, como não houve 

diferença entre o efeito das duas doses, a dose de 2 mg/kg foi escolhida para o estudo do 

mecanismo de ação neuroprotetora. Estudos anteriores já demonstraram o efeito de doses 

baixas de palmatina, como o realizado por Dhingra e Kumar (2012) que utilizou doses de 0,1 

e 1 mg/kg de palmatina, por 10 dias, frente aos déficits de memória induzidos pela 

escopolamina, onde a dose de 1mg/kg reverteu os déficits de memória em animais e o 

realizado por Dhingra e Bhankher (2014) que demonstrou que a palmatina nas doses 0,5 e 1 

mg/kg apresentou atividade antidepressiva em camundongos. 

 Nesse estudo a administração da palmatina demonstrou efetividade duas horas 

depois da isquemia, estudos já relataram que a administração de alcaloides presentes na 

decocção de quatro plantas da medicina tradicional chinesa, Huang-Lian-Jie-Du (Coptis 

chinensis Franch, Scutellaria baicalensis Georgi, Phellodendron chinense C. K.Schneid, 

Gardenia jasminoides Ellis), administrados 2 horas depois da oclusão permanente da artéria 

cerebral média apresentaram efeito protetor, dentre esses alcaloides encontra-se a palmatina e 

berberina (ZOU et al., 2016). Zhu e colaboradores (2012) verificaram em um estudo de 

farmacocinética o perfil plasmático em relação ao tempo dos principais componentes ativos 

da decocção da Huang-Lian-Jie-Du-Tang (Radix scutellariae, Rhizoma coptidis, Cortex 

phellodendri, Fructus gardênia), um conjunto de plantas da medicina tradicional chinesa, 

após a administração oral em ratos submetidos à oclusão da artéria cerebral média e seus 

resultados indicaram que a palmatina está rapidamente disponível no plasma. Outro estudo 

realizado por esses mesmos pesquisadores com as mesmas plantas demonstrou que após a 

administração oral da decocção, também em animais isquemiados, a palmatina distribui-se 

rapidamente e se acumula em níveis elevados no pulmão (ZHU et al., 2013). 
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No acidente vascular cerebral a inflamação, o estresse oxidativo e a apoptose 

desempenham um papel importante na patogênese isquêmica cerebral (QIAO et al., 2012). 

Poucos minutos após o inicio da isquemia ocorre uma resposta citotóxica que envolve estresse 

oxidativo, resposta inflamatória, morte celular e lesão neurológica (JI et al., 2012a; LIU et al., 

2009; YANG et al., 2009). Logo, a inibição das respostas inflamatórias no estágio inicial da 

isquemia proporciona uma estratégia terapêutica atrativa, pois apesar dos avanços 

consideráveis na compreensão da fisiopatologia da isquemia cerebral, as opções terapêuticas 

para o AVC agudo são, ainda, limitadas (QIAO et al., 2012). Kim e colaboradores (2009) 

demonstraram que a palmatina reduziu os danos causados pela isquemia/reperfusão do 

miocárdio em ratos, e isso pode esta relacionado ao seu efeito antioxidante e modulação dos 

mediadores inflamatórios, apresentando, assim, efeito protetor.  

As áreas cerebrais atingidas na isquemia cerebral focal permanente são, 

principalmente, córtex, estriado e hipocampo, que são áreas relacionadas com a cognição, 

sendo então, importante se pesquisar opções terapêuticas que melhorem os déficits de 

memória ocasionados pela isquemia (GU et al., 2010). Estudo anterior sugeriu que a 

palmatina melhora a memória de animais que tiveram sua memória comprometida pela 

administração de escopolamina (DHINGRA; KUMAR, 2012).  

Inicialmente a avaliação neurológica foi realizada com a finalidade de mimetizar 

em animais com isquemia os sinais e sintomas neurológicos clínicos apresentados por 

pacientes após o AVC isquêmico. Nossos resultados mostraram que os animais isquemiados 

apresentaram déficits neurológicos, quando avaliado 24 horas após a isquemia, outros estudos 

já demonstraram que o modelo de pMCAO provoca alterações sensório-motoras em animais 

quando avaliada pela escala de Garcia, por apresentarem um desempenho motor reduzida e 

uma diminuição da capacidade de responder a estímulos no lado do corpo contralateral a 

isquemia quando comparados aos animais falso-operados (FERNANDES et al., 2014; 

FONTELES et al, 2016; FERREIRA et al., 2016). O infarto no córtex cerebral, como foi 

observado no presente estudo, causa déficits na função neurológica de animais, por ser 

responsável pela simetria motora e estabilidade postural, embora já se saiba que alguns dias 

após a isquemia os animais apresentam grande melhora da função neurológica, indicando que 

essa função pode ser restaurada naturalmente, mas é possível visualizar esse déficit 24 horas 

após a indução da pMCAO (LI et al., 2008). 

Neste trabalho o tratamento com a palmatina foi capaz de reverter os déficits 

neurológicos induzidos pela pMCAO em todas as doses testadas. Trabalho realizado por Zou 

e colaboradores (2016) testou três grupos de componentes ativos (alcaloides, flavonoides e 
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iridoides) extraídos por decocção da combinação de quatro plantas da medicina tradicional 

chinesa Huang-Lian-Jie-Du (Coptis chinensis Franch, Scutellaria baicalensis Georgi, 

Phellodendron chinense C. K. Schneid, Gardenia jasminoides Ellis). O grupo dos alcaloides 

correspondia ao total de 48,5% do extrato da planta e era composto pelos alcaloides coptisina, 

epiberberina, berberina e palmatina, e o resultado apontou que os alcaloides foram capazes de 

diminuir os déficits neurológicos e isso pode se dever ao fato dos alcaloides fortalecerem a 

neurogênese cortical, o que pode ajudar a promover a restauração de regiões cerebrais 

danificadas pela isquemia e a subsequente melhora da função neurológica. Neves (2012) 

demonstrou que a berberina diminuiu os déficits sensório-motores induzidos pela pMCAO, 24 

horas após a cirurgia. Esses resultados apontam que alcaloides protoberberínicos são capazes 

de melhorar os déficits neurológicos causados pela pMCAO, corroborando com nossos 

resultados.  

Avaliamos a capacidade de a palmatina diminuir o tamanho da área isquêmica 

cerebral, verificado através da quantificação pelo TTC. No presente trabalho a análise do 

tamanho da área de infarto foi realizada 24 horas após a indução da isquemia e os resultados 

demonstraram que o grupo dos animais submetidos à pMCAO tiveram uma grande 

percentagem de área de dano isquêmico, em torno de 12%, e as áreas de infarto estavam 

localizadas no córtex, estriado e hipocampo ipsilateral a cirurgia. Estudos já comprovaram 

que o volume da área de infarto cerebral do tipo isquêmico atinge um pico máximo 24 horas 

após a indução da isquemia cerebral focal permanente (TU et al., 2010) e outros trabalhos 

realizados por nosso grupo também já demonstraram que ocorre  um grande aumento no 

percentual de área isquêmica, cerca de 8% e 12%, e que as áreas atingidas foram córtex, 

estriado e hipocampo corroborando com nossos achados (FERREIRA et al., 2016; DE LIMA 

et al., 2017).  

O tratamento com a palmatina nas doses de 2 e 20 mg/kg foi capaz de diminuir a 

área isquêmica. Um estudo realizado por Neves (2012) demonstrou que a berberina, um 

alcaloide protoberberínico da mesma classe da palmatina e extraído de plantas como Coptidis 

rhizoma, diminui o percentual de área isquêmica em um modelo de isquemia focal 

permanente. Maleki, Aboutaleb e Souri (2017) demonstraram que a berberina diminuiu a área 

isquêmica e também os déficits neurológicos em um modelo de isquemia cerebral transitória e 

esses efeitos ocorreram por sua atividade antiinflamatória, pois diminuiu citocinas pro-

inflamatórias, como IL-1β e TNF-α. No trabalho realizado por Zhang e colaboradores (2012) 

foi evidenciado que a berberina diminui a área isquêmica imediatamente após a indução do 

modelo de isquemia focal permanente e observou que a berberina diminuiu o 
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comprometimento neuronal e a lesão cerebral nesse modelo e esses efeitos podem ocorrer 

pela ativação da via AKT/GSK, uma via essencialmente antiapoptótica, sendo relevante na 

regulação da sobrevivência celular. Kim e colaboradores (2009) comprovaram que a 

palmatina reduziu a área de infarto do miocárdio causada por isquemia e reperfusão, e esse 

efeito protetor ocorreu por sua ação antioxidante e anti-inflamatória. Esses estudos mostram 

que alcaloides protoberberínicos diminuem a lesão tecidual e essa diminuição se deve a seus 

efeitos antiapoptóticos e anti-inflamatórios.  

A oclusão da artéria cerebral média leva a um infarto focal na região cortical e se 

estende ao estriado lateral. Esse infarto cortico-estriatal é conhecido por estar envolvido nos 

déficits de memória e motores (MENNITI et al, 2009; WATTANATHORN et al., 2011).                                                                                                                              

A atividade locomotora dos animais foi avaliada 72 horas após a indução da 

pMCAO, e os resultados encontrados demonstraram que os animais submetidos a isquemia 

não apresentaram déficit locomotor, pois não foi observado comprometimento significativo na 

exploração horizontal (crossing) e nem de exploração vertical (rearings). Outros trabalhos 

realizados por nosso grupo demonstraram que a isquemia não promoveu alterações na 

atividade locomotora, na exploração vertical (FERNANDES et al., 2014; SILVA, 2016) e 

nem na horizontal (FONTELES et al., 2016), corroborando com nosso resultado. Deste modo 

os testes de memória que foram realizados posteriormente não foram comprometidos já que 

dependiam de uma atividade motora não comprometida (HATTORI et al., 2000). A palmatina 

não provocou alterações significativas na atividade locomotora vertical e horizontal em 

nenhuma dose testada.  

No estudo realizado por Dhingra e Kumar (2012) para analisar o efeito da 

palmatina (0,1, 0,5 e 1 mg/kg, i.p) sobre a memória de camundongos foi observado que a 

palmatina não apresentou efeito significativo na atividade locomotora dos camundongos, 

confirmando os nossos resultados. 

Visando analisar o efeito da palmatina na memória dos animais isquemiados, dois 

testes de memória foram utilizados em nosso trabalho, labirinto em Y (Y-maze), que avalia a 

memória de trabalho, e o teste da esquiva passiva, que avalia a memória aversiva. 

Estudos têm demonstrado que o modelo de isquemia cerebral focal permanente 

leva a déficits na memória de trabalho (FERNANDES et al., 2014; FONTELES et al., 2016). 

As áreas envolvidas nesse tipo de memória são o córtex e o hipocampo, e são vulneráveis aos 

danos causados pela isquemia. Os neurônios piramidais do córtex pré-frontal estão envolvidos 

no planejamento das respostas motoras e demandam do hipocampo a capacidade de organiza-

las e expressa-las (FUSTER, 1999; JOHANSSON; BELINCHENKO, 2002). Neurônios pré-
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frontais podem codificar informações associadas à acontecimentos de curto prazo e a 

componentes específicos de tarefas espaciais (JUNG et al., 1998).  Neste estudo foi observado 

um déficit de memória de trabalho 72 horas após a indução da pMCAO, corroborando com 

Ferreira e colaboradores (2015) e De Lima e colaboradores (2017), que também observaram 

déficits na memória de trabalho 72 horas após a indução da pMCAO.  

A palmatina reverteu esses déficits de memória de trabalho em todas as doses 

testadas. Trabalho realizado por Neves (2012) demonstrou que a berberina administrada 2 

hora antes da cirurgia preveniu contra déficits de memória de trabalho no teste de labirinto em 

Y nos animais isquemiados, demonstrando que alcaloides protoberberínicos, como a 

palmatina,  melhoram os déficits na memória de trabalho ocasionados pela pMCAO. 

Uma das formas de avaliar a função cognitiva em modelos experimentais é 

através do teste da esquiva passiva, que avalia déficits de memória aversiva (DEVRIES et al., 

2001). A esquiva passiva utilizada em nosso trabalho foi a do tipo “step-down”, que significa 

“descer um degrau”, e é baseada no comportamento natural que os animais têm de explorar 

além da plataforma, mas também de evitar o choque causado pela grade, o que pode ser 

chamado de memória aversiva (IZQUIERDO, MEDINA, 1997). Neste estudo, os animais 

isquemiados apresentaram déficit de memória aversiva quando comparados aos animais falso-

operados, corroborando com outros trabalhos que também demonstraram que o modelo da 

pMCAO induz déficits no aprendizado e na retenção da memória aversiva dos animais 

isquemiados, avaliados 72 e 96 horas após a isquemia, respectivamente  (FONTELES et al., 

2016; DE LIMA et al., 2017). O nosso trabalho demonstrou que a palmatina foi capaz de 

melhorar o dano na retenção da memória aversiva tardia, mas não na avaliação da memória 

recente, aprendizagem. Neves (2012) mostrou que a berberina preveniu os déficits na retenção 

da memória aversiva, também 96 horas após a pMCAO, na tarefa da esquiva passiva, isso nos 

mostra que alcaloides protoberberínicos melhoram o dano na retenção da memória causado 

pela pMCAO. 

O hipocampo é considerado o centro do processo de memória (WAHL et al., 

1992), os neurônios colinérgicos que inervam o córtex cerebral, amígdala e o hipocampo são  

essenciais para a aprendizagem e formação da memória. A memória de trabalho não está 

centrada apenas em uma região cerebral, abrange interações funcionais entre o córtex pré-

frontal e outras regiões, como o hipocampo (BADDELEY et al.,1986). Déficits na 

transmissão colinérgica dessas regiões provocam déficits cognitivos interferindo na memória 

de trabalho. Estudo realizado por Croxson, Kyriazis e Baxyer (2011), utilizando macacos 

Rhesus com depleção colinérgica induzida por uma imunotoxina seletiva no córtex pré-
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frontal, demonstrou que ocorreu um atraso na resposta relacionada à memória de trabalho 

espacial nesses animais, concluindo que a acetilcolina cortical pré-frontal tem papel 

fundamental na memória de trabalho, mesmo que essa não seja necessária para outras 

atividades cognitivas mediadas pelo córtex pré-frontal.  

Plantas utilizadas pela medicina tradicional chinesa, como a Coptidis Rhizoma 

(Huanglian) e a Corydalis Rhizoma (Yanhusuo), que apresentam como componentes a 

berberina e a palmatina, são usadas de forma segura para melhorar memória (XIAO et al., 

2011), devido à inibição da acetilcolinesterase. Estudos já demonstraram que a palmatina e a 

berberina reduzem a atividade dessa enzima (MAK et al., 2014; DHINGRA; KUMAR, 2012). 

Qu e colaboradores (2017) demonstraram que a tetrahidropalmatina, um alcaloide 

protoberberínico cuja diferença para a palmatina se encontra um duas ligações duplas em um 

dos anéis heterocíclicos, melhorou a memória de ratos tratados com D-galactose, substância 

que leva a déficits de memória causados pela senescência e mimetiza a Doença de Alzheimer 

em animais. O estudo realizado por esses autores atribui a melhora na memória dos animais à 

diminuição dos níveis de malondialdeído e óxido nítrico, bem como ao aumento das 

atividades de glutationa, SOD, e catalase e, além do aumento nos níveis de acetilcolinesterase, 

e por diminuir a expressão de NF-κB e GFAP, diminuindo a neuroinflamação. Com isso, 

podemos atribuir a melhora na memória dos animais tratadas com palmatina observada em 

nosso trabalho à inibição da atividade da acetilcolinesterase cerebral e ao aumento de 

acetilcolina nas áreas cerebrais afetadas pela pMCAO e, ainda, por inibir a neuroinflamação. 

A resposta inflamatória após o acidente vascular cerebral ocorre minutos após o 

inicio da isquemia cerebral e contribui para as alterações patológicas que culminam no dano 

neuronal. E ssa resposta é complexa e tem propriedades de reparar e ou lesar prejudicar o 

tecido, onde se pode observar por uma flutuação de mediadores inflamatórios (ZHAO et al., 

2014; GRUPKE at al., 2015).  Pesquisas tem evidenciado o efeito anti-inflamatório da 

palmatina, como a realizada por Yan e colaboradores (2017) que mostrou que a palmatina é 

capaz de inibir o efeito inflamatório causado pelo LPS em células epiteliais do endométrio de 

cabra, por inibir a liberação de TNF-α, IL-1β, IL-6 e o óxido nítrico (NO). Além disso, a 

palmatina exerceu efeito protetor sobre o dano causado por isquemia/reperfussão no coração 

por inibir a inflamação (KIM et al., 2009). Essas observações levantam a possibilidade de que 

a palmatina pode exercer efeitos protetores sobre lesões cerebrais isquêmicas por inibir a 

resposta inflamatória. Desta forma, avaliamos o efeito protetor da palmatina, 24 e 96 horas 

após a indução da pMCAO, na neuroinflamação associada à isquemia, para isso testamos a 

sua ação frente a células inflamatórias, como micróglia e astrócitos, e mediadores pró-
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inflamatórias, como iNOS, COX-2, TNF-α, IL-1β e NF-κB. 

As células do parênquima cerebral ativam mecanismos auto-protetores endógenos 

quando ocorre algum insulto cerebral, sendo a interação entre a micróglia e os astrócitos um 

fator determinante para construir uma resposta fisiológica a estímulos danosos decorrentes de 

lesões ou estresse (ROSITO et al., 2014). A micróglia e os astrócitos são células residentes, 

fagocíticas do sistema nervoso central e que são recrutadas após a isquemia cerebral, a glia 

quando ativada sintetiza e libera algumas citocinas, como TNF-α e IL-1β, que são acumuladas 

e exacerbam o dano neurovascular durante a isquemia (LAI; TODD, 2006; LAMBERTSEN; 

BIBER; FINSEN, 2012).  

A micróglia quando ativada expressa a proteína ligante de cálcio ionizada Iba-1, e 

essa proteína foi identificada 12 horas após a reperfusão, com um contínuo aumento desta 

proteína até 7 dias na área de penumbra dos animais isquemiados (ITO et al., 2001). Os 

astrócitos são células da glia que são ativadas no processo inflamatório envolvido na 

isquemia, levando a expressão da proteína ácida fibrilar glial (GFAP), episódio caracterizado 

como astrogliose reativa (PEKNY; NILSSON, 2005; O’CALLAGHAN; SRIRAM, 2005). 

Pesquisas já evidenciaram, através de imunohistoquímica, que na fase aguda pós- isquemia 

ocorre ativação glial pelo aumento da imunomarcação para Iba-1 e da proliferação astrocitária 

pelo aumento da imunomarcação do GFAP (RUAN et al., 2015).  

Pérez-Álvarez e colaboradores (2012) demonstraram que 54 horas após a pMCAO 

ocorre um aumento da microgliose e da astrogliose no córtex e hipocampo de ratos. O 

presente trabalho evidenciou um aumento na ativação microglial, pelo aumento da 

imunomarcação para Iba-1, 96 horas após a pMCAO, tanto no córtex como no estriado dos 

animais. Zarruk, Greenhalgh e David (2017) demonstraram que 72 horas após a pMCAO 

ocorre um aumento da microgliose e um aumento na expressão de TNF-α, mostrando, assim, 

um aumento da ativação de micróglia, fato que corrobora com nosso achados. A palmatina 

conseguiu reverter o aumento da imunomarcação para Iba-1 no córtex dos animais, Zhang e 

colaboradores (2016) mostraram que a berberina diminui a ativação microglial no córtex e 

hipocampo de animais com disfunção cognitiva pós-operatória, uma morbidade que ocorre 

após cirurgia bem comum em idosos e se caracteriza por prejuízos na memória, e evidências 

já mostraram que a neuroinflamação desempenha papel fundamental na sua patogênese. Chen 

e colaboradores (2014) observaram que a berberina diminui a ativação microglial em animais 

submetidos a lesão cerebral traumática. Estudos mostram que a ativação da micróglia está 

associada a morte neuronal, portanto inibir a microgliose atenua a morte neuronal induzida 

por isquemia cerebral (HWANG et al., 2006; SUNG et al., 2012). Estudo realizado por Kim e 
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colaboradores (2014) demonstrou que a berberina diminuiu a lesão isquêmica, por diminuir a 

microgliose e a apoptose. Esses achados nos mostram que alcaloides protoberberínicos levam 

a uma diminuição da ativação da micróglia. 

Os resultados desse trabalho nos mostraram que ocorre um aumento da ativação 

de astrócitos, no córtex e estriado, nos animais isquemiados 96 horas após a pMCAO. Estudos 

realizadas por nosso grupo já demonstraram que a pMCAO aumenta a ativação de astrócitos, 

tanto no córtex como no estriado, 96 horas após a isquemia, esses trabalhos corroboram com 

nossos achados (FERREIRA et al., 2015; DE LIMA et al., 2017). A palmatina diminuiu a 

astrogliose no córtex e estriado dos animais isquemiados, Qu e colaboradores (2016) 

mostraram que a tetrahidropalmatina, inibiu a ativação de astrócito no córtex de ratos tratados 

com D-galactose e, assim, diminui o comprometimento na memória desses animais, por inibir 

estresse oxidativo. Pesquisa realizada por Moghaddam e colaboradores (2014) demonstrou 

que a berberina diminui a ativação de astrócito no hipocampo de animais diabéticos, onde a 

diabetes foi induzida pela estreptozotocina (STZ) e seu efeito protetor nesse modelo pode está 

associado à diminuição do estresse oxidativo, pois os astrócitos são conhecidos por ter uma 

capacidade antioxidante maior que a dos neurônios, pois apresentam níveis elevados de 

glutationa, sendo essencial manter os níveis de glutationa na glia para a proteção do cérebro 

quando ocorrem insultos oxidativos (FERNANDEZ-FERNANDEZ; ALMEIDA; BOLAÑOS, 

2012; DRINGEN; GUTTERER; HIRRLINGER, 2000; MOGHADDAM et al., 2014). Esses 

trabalhos demonstram um efeito desses alcaloides, pertencentes à mesma classe da palmatina 

como já citado, na diminuição da ativação astrocitária. 

Durante a fase aguda da isquemia cerebral células imunes, micróglia e astrócitos, 

e células cerebrais liberam citocinas como TNF-α, IL-1β, e a cascata inflamatória também 

aumenta a atividade de várias enzimas, tais como COX-2 e iNOS. Estudo realizado por 

Kostulas e colaboradores (2002) avaliou o processo inflamatório envolvido na isquemia em 

tempos diferentes após a indução da pMCAO,  os resultados mostraram que ocorre uma 

flutuação de citocinas, onde a IL-1β aparece já na primeira hora, se eleva 6 e 12 horas e 

diminui 24 horas após a pMCAO.  Já a IL-6 aumenta na primeira hora e permanece elevada 

até o segundo dia após a pMCAO, não sendo mais detectada no sexto dia. Quanto ao TNF-α, 

na primeira hora depois da isquemia é detectável, se eleva 6 horas depois e atinge seu pico 

com 12 e 24 horas. Outra pesquisa, também utilizando o modelo de pMCAO, avaliou no 

córtex dos animais o envolvimento IL-1β, IL-6 e TNF-α em 12, 48 e 72 horas após a indução 

da isquemia, os resultados demonstraram que ocorre um aumento de todas as citocinas nos 

tempos analisados (YANG et al., 2015). Diante disso, avaliamos a expressão de iNOS e a 
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COX-2 24 horas e 96 horas após a pMCAO, e a expressão de TNF-α, IL-1β, e NF-κB 24 

horas após a isquemia. 

Nossos resultados mostraram que a expressão de iNOS aumentou 

significativamente no córtex e no estriado dos animais isquemiados apenas 24 horas após 

pMCAO. Tu e colaboradores (2009) demonstraram que o iNOS está aumentado nos animais 

isquemiados 24 horas após a isquemia. Outros autores também já demonstraram que ocorre 

um maior aumento na expressão de iNOS, no córtex dos animais, 24 horas após a isquemia 

transitória e essa expressão começa a diminuir 48 horas após a isquemia (NOGAWA et al., 

1998). Esses achados corroboram com nossos resultados. A palmatina diminuiu 

significativamente este aumento, Chao e colaboradores (2009) evidenciaram que o extrato 

alcoólico da planta Mahonia oiwakensis, uma planta que contém os alcaloides berberina e 

palmatina, diminuiu a expressão de iNOS em tecido de pata nas quais foram injetadas 

carragenina. Estudo realizado por Kim e colaboradores (2009) demonstrou que a palmatina 

reduziu a expressão de iNOS em tecido de lesão miocárdica aguda mediada por isquemia-

reperfusão no rato. Esses achados indicam que a palmatina inibe iNOS, sugerindo que 

apresenta uma ação antiinflamatória. Pode-se sugerir que o efeito protetor seja em parte por 

essa ação. 

A COX-2 é liberada por micróglia e leucócitos rapidamente em resposta à 

liberação maciça de glutamato que ocorre imediatamente após o evento isquêmico, 

posteriormente a micróglia, os astrócito e os leucócitos infiltrados participam da resposta 

inflamatória pós-isquêmica (BARONE; FEUERSTEIN, 1999). Foi observado um aumento no 

número de células COX-2 nos animais isquemiados no córtex, estriado e hipocampo. Estudo 

realizado por Yoo e colaboradores (2008) evidenciou que ocorreu um aumento na 

imunorreatividade para COX-2 no hipocampo 24 horas após a isquemia/reperfusão, o que 

também foi evidenciado por Colangelo e colaboradores (2004). Jiang e colaboradores (2012) 

demonstraram um aumento na expressão de COX-2 na zona peri-infarto nos animais 

isquemiados 24 horas depois da pMCAO, corroborando com nossos resultados.  

A palmatina diminuiu o número de células COX-2 positivas tanto 24 como 96 

horas após a pMCAO, Chao e colaboradores (2009) evidenciaram que o extrato alcoólico da 

planta Mahonia oiwakensis,   que possui palmatina e  berberina em sua composição, diminuiu 

a expressão de COX-2 em tecido de pata nas quais foram injetadas carragenina, Kim e 

colaboradores (2009) observaram que a palmatina reduz a expressão de COX-2 na zona 

isquêmica de tecido do miocárdio com isquemia/reperfusão.  

O TNF-α é um citocina relacionada com a resposta inflamatória no AVC e que 
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pode agravar o dano isquêmico, sabe-se que seus níveis elevam-se rapidamente após o AVC e 

diminuir a expressão de TNF- α parece reduzir a lesão isquêmica (YANG et al., 1998). No 

presente trabalho foi observado um aumento do número de células marcadas para TNF-α no 

córtex, estriado e hipocampo dos animais isquemiados. Chan e colaboradores (2010) 

avaliaram o nível de TNF-α no hemisfério ipsilateral a lesão isquêmica 24 horas após a 

indução da pMCAO e observaram um aumento de seu nível nos animais isquemiados quando 

comparados com os animais falso operados, corroborando com nosso estudo. De Lima e 

colaboradores mostrou que 120 horas após a pMCAO ainda se tem um aumento na expressão 

de TNF-α no córtex e no estriado dos animais. 

A palmatina diminuiu a imunomarcação para TNF-α no córtex, estriado e 

hipocampo dos animais isquemiados, Yan e colaboradores (2017) comprovaram que a 

palmatina inibiu a liberação de TNF-α induzida por lipopolisacarídeo (LPS) em células 

epiteliais endometriais de cabra. Zhang e colaboradores (2013) mostraram que os extratos da 

Sanhuang Xiexin Tang, uma planta utilizada na medicina tradicional chinesa e que tem em sua 

composição alcaloides protoberberínicos como a palmatina, diminuíram os níveis de TNF-α, e 

isso nos mostra que plantas que contem a palmatina e que a palmatina de forma isolada 

diminui os níveis de TNF-α. 

O TNF-α é capaz de ativar outras citocinas inflamatórias como IL-1β e induzir a 

expressão de moléculas de adesão (JACCA et al., 2013). Neste trabalho foi observado que 

houve um aumento no número de células IL-1β positivas no córtex e no estriado dos animais 

24 horas após a pMCAO, corroborando  com nossos achados Liu e colaboradores (1993) 

demonstraram um aumento na expressão de IL-1β 3 a 6 horas após a pMCAO que atinge um 

pico 12 horas e retorna aos valores basais aos 5 dias e seu aumento foi marcadamente maior 

no córtex isquêmico. A palmatina reduziu a imunomarcação para IL-1β tanto no córtex como 

no estriado dos animais. Yan e colaboradores (2017) mostraram que a palmatina, também, 

inibiu a liberação de IL-1β induzida por LPS em células epiteliais endometriais de cabra.  

Nossos resultados mostraram um aumento na imunomarcação NF-κB 24 horas 

após a pMCAO, tanto no córtex como no estriado. Corroborando com nossos resultados 

Zhang e colaboradores (2012) demonstraram que ocorre um aumento da expressão de NF-κB 

no córtex dos animais 24 horas após a pMCAO. A inibição da ativação de NF-κB atenua a 

liberação de citocinas e a ativação microglial (CHAN et al., 2010). Evidencias demonstram 

que o NF-κB é regulador crucial da resposta inflamatória, desempenhando um papel 

fundamental na sobrevivência neuronal no SNC (JI et al., 2012b, DUCKWORTH et al., 

2006). Na pMCAO já foi demonstrado que o NF-κB é prejudicial, seus níveis elevados 
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contribuem para a lesão neuronal induzida por isquemia, assim a inibição da ativação de NF-

κB pode diminuir o dano neuronal no estágio agudo da isquemia (BI et al., 2009).  

Particularmente no cérebro o NF- κB regula a expressão de genes pró-inflamatórios, como IL-

1β, iNOS, COX-2 e TNF-α, onde estas proteínas desempenham um papel importante no dano 

neuronal, e ainda regula genes relacionados com o estresse oxidativo como SOD-2 

(Superóxido desmutase dependente de manganês) (MATTSON; CAMANDOLA, 2001; 

NURMI et al., 2004).  

O presente trabalho mostrou que a palmatina diminui a imunomarcação para NF- 

κB após a isquemia. Wu e colaboradores (2014) demostraram que a decocção de três plantas 

da MTC, Rhizoma Coptidis alkaloids, Radix et Rhizoma Rhei polysaccharides e Radix 

Scutellaria flavones, que possuem alcaloides protoberberínicos em sua composição, diminuiu 

a expressão de NF-κB em animais com nefropatia diabética, além do NF- κB, também reduziu 

os níveis de IL-6 e de TNF-α, mostrando que seus componentes inibem a inflamação. Yan e 

colaboradores (2017) comprovaram que a palmatina diminuiu a expressão de NF- κB 

induzida por lipopolisacarídeo (LPS) em células epiteliais endometriais de cabra. Esses dados 

corroboram com nossos achados, demonstrando que alcaloides protoberberínicos inibem o 

NF- κB, indicando que a diminuição da expressão de NF-κB pode explicar o mecanismo de 

neuroproteção da palmatina no estágio agudo do AVC isquêmico. Em vista do que foi 

apresentado em relação à diminuição deste citocinas podemos sugerir que a palmatina 

apresenta um efeito anti-inflamatório significativo diante de eventos cerebrais isquêmicos. 

Relacionando o efeito protetor da palmatina com sua ação antioxidante foi 

investigado sua ação diante da enzima SOD-2 (SOD-Mn), uma enzima antioxidante 

mitocondrial. Nossos resultados demonstraram que não houve uma diminuição significativa 

no número células SOD-2 positivas nos animais isquemiados, deste modo não foi possível 

comprovar o efeito antioxidante da palmatina que outros autores já comprovaram.  Guégan e 

Sola (2000) observaram que não houve alteração na atividade enzimática e nem na expressão 

de SOD-2 em animais isquemiados, sugerindo que a SOD-2 não é recrutada após a isquemia 

focal permanente. Guégan e colaboradores (1998) demonstraram que 24 horas após a 

pMCAO ocorre uma diminuição dos níveis de GSH nos córtex ipsilateral dos animais quando 

comparado com o lado contralateral a lesão, o mesmo autor não observou diferença de 

atividade enzimáticas de SOD-2 e de SOD-1 (SOD-CuZn) entre os córtex ipsi e contralateral 

dos animais isquemiados, nos tempos 3, 6 e 24 horas após a isquemia, corroborando com 

nosso achados. 

Apesar de não ter sido evidenciado neste modelo uma ação antioxidante da 
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palmatina, outros autores já demonstraram, em outros modelos animais, que plantas que 

contem a palmatina apresentam atividade antioxidante por aumentar a atividade de SOD, 

como o estudo realizado por Cheung e colaboradores (2017) que demonstrou que extratos de 

plantas, que contem a palmatina como constituinte, aumentaram a expressão de SOD-1 em 

fígado de animais. Outro estudo realizado por Kwon e colaboradores (2016) mostrou que o 

extrato de plantas contendo palmatina aumentou a expressão de SOD em modelo animais de 

esofagite de refluxo agudo, demonstrado assim que a palmatina apresentam efeito 

antioxidante. 

A sinaptofisina é uma proteína associada à membrana que pode ser encontrada em 

terminações nervosas centrais e periféricas e o aumento de sua expressão está relacionado 

com aumento da sinaptogênese, sendo um importante marcador de sinaptogênese, 

desenvolvimento neural e densidade sináptica (NAVONE et al., 1986; STROEMER; KENT; 

HULSEBOSCH, 1998). Pacientes isquêmicos mostram recuperação motora e cognitiva após 

o AVC e os mecanismos envolvidos nesse processo são sinaptogênese, crescimento axônico e 

geração de novas células e de novos vasos sanguíneos (MALLER, 2014). A sinaptofisina 

colabora para estrutura e função das sinapses, e a sua superregulção pode estar atrelada a 

plasticidade sináptica (LAN et al., 2014). 

Estudo realizado por Liu e colaboradores (2017) avaliou a expressão de 

sinaptofisina em diferentes tempos após a isquemia e perceberam que entre 8 e 120 horas 

ocorreu uma diminuição na expressão de sinaptofisina. Fonteles e colaboradores (2016) 

demonstraram que 120 horas após a pMCAO ocorreu uma diminuição na expressão de 

sinaptofisina no estriado dos animais isquemiados. No presente trabalho não foi evidenciado 

uma diminuição de sinaptofisina no estriado, possivelmente pelo pequeno número de animais 

no estudado (n=4). Também não evidenciamos um aumento de sinaptofisina pela palmatina. 

Li e colaboradores (2017) demonstrou que a utilização da berberina em um modelo de 

encefalite diabética em camundongos aumentou a expressão de proteínas relacionadas à 

sinapse, como a sinaptofisina e PSD95, uma proteína pós-sináptica, evidenciando, assim, que 

alcaloides protoberberínicos podem aumentar a sinaptogênese. 

Este estudo é o primeiro que evidencia o efeito neuroprotetor da palmatina em 

modelos animais de AVC isquêmico. A administração oral da palmatina, 2mg/kg 2 horas após 

a indução da pMCAO, diminui o comprometimento neurológico e a lesão tecidual em 

condições isquêmicas cerebrais e esses efeitos ocorrem através da inibição da 

neuroinflamação (FIGURA 49), mostrando que a palmatina pode ser um candidato a 

coadjuvante para o tratamento da isquemia cerebral, esses achados são importantes para 
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entendermos o mecanismos de proteção da palmatina em modelo de isquemia. Entretanto, 

necessitamos de investigações mais profundas e o estudo em outros modelos animais de 

isquemia cerebral para entendermos o mecanismo neuroprotetor da palmatina, pois sabemos 

que o AVC isquêmico em humanos é heterogêneo e que um único modelo animal abrange 

apenas aspectos individuais desta doença multifacetada e não reproduz toda sua complexidade 

(JICKLING; SHARP, 2015). 

 

Figura 49. Modelo hipotético proposto para sítio de ação da palmatina no modelo de isquemia 

cerebral focal permanente 

 

 

A isquemia promove a astrogliose e a microgliose, aumenta os níveis intracelulares de Ca2+ e com isso ativa 

iNOS, COX-2 e aumenta a expressão de citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α e IL-1β. O NF-κB regula a 

expressão de genes pró-inflamatórios, como TNF-α, IL-1β, iNOS e COX-2, onde tudo isso culmina com a morte 

celular. A palmatina inibe a microgliose, astrogliose e a expressão de TNF-α, IL-1β, iNOS, COX-2 e NF-κB, 

diminuindo, desta forma, a neuroinflamação. 
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6 CONCLUSÃO 

• A palmatina diminuiu os déficits sensórios-motores e de memória causados pela 

pMCAO. 

• A palmatina diminuiu a área de infarto isquêmico ocasionado pela pMCAO 

• O mecanismo de neuroproteção da palmatina pode está relacionado com sua ação anti-

inflamatória, sendo evidenciada pela diminuição da astrogliose, microgliose e das 

citocinas TNF-α, IL-1β, e da expressão de iNOS, COX-2 e NF-κB. 

• Não foi evidenciada uma alteração da expressão de sinaptofisina e de SOD-2 nos 

animais isquemiados e nem o efeito da palmatina. 
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