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RESUMO 

 

O acidente vascular encefálico (AVE) está descrito entre as maiores causas de morte no 

mundo de acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS). O AVE é subdividido em 

isquêmico (AVEi) e hemorrágico (AVEh), sendo o primeiro mais prevalente. A interrupção de 

sangue em uma determinada região do cérebro no AVEi cria duas regiões distintas no tecido: 

o ―núcleo isquêmico‖ e a ―penumbra isquêmica‖. As células do núcleo isquêmico morrem 

primariamente por necrose pela falta direta de suprimentos básicos para a sobrevivência 

celular, enquanto as células da região de penumbra morrem por apoptose, sendo essa região 

factível de intervenção. O principal tratamento farmacológico disponível hoje envolve o uso do 

medicamento Alteplase, um trombolítico cuja utilização é extremamente restrita. Nesse 

sentido, novas abordagens são necessárias a fim de ampliar o espectro terapêutico, além de 

reduzir os efeitos colaterais. E é nessa perspectiva que as plantas medicinais da flora 

brasileira são uma potente fonte para o desenvolvimento de novos medicamentos para o 

tratamento do AVEi. De todo o exposto acima, nosso trabalho avaliou o possível efeito do 

tratamento com o extrato etanólico da planta medicina lCombretum leprosum (EECL) em 

prevenir os danos celulares e cognitivos causados por AVEi em camundongos. Para isto, 

utilizamos camundongos machos da espécie Mus musculus e linhagem Swiss, 8-10 semanas 

(CEUA 53/2017 – UFES), os quais foram submetidos a um modelo de isquemia 

global/reperfusão (BCCAo) e tratados oralmente com EECL na dose de 100mg/kg. Os 

animais foram divididos em quatro grupos experimentais: sham veículo (salina+tween20) 

(SV), sham extrato (salina+tween 20 + EECL) (SE), isquemia veiculo (IV) e isquemia extrato 

(IE). Após recuperação anestésica, os animais receberam duas doses de EECL ou veículo 

com intervalo de 3 horas entre as doses e esse regime foi repetido 24hs depois. 

Posteriormente, a dose passou a ser única até o final dos experimentos. A quantificação da 

área de infarto demonstrou uma redução da área isquêmica em de 33%. O tratamento 

também demonstrou uma diminuição significativa nos déficits cognitivos relacionados a 

memória espacial e de reconhecimento de objeto. A melhora encontrada no tratamento do 

AVEi está possivelmente relacionada ao aumento de células imunopositivas para o marcador 

neuronal NeuN no ensaio Imunofluorescência em animais do grupo IE, bem como a 

diminuição da expressão do marcador de astrócitos ativados GFAP nesse mesmo grupo. 

Dessa forma, nosso estudo traz evidências promissoras da utilização do EECL no tratamento 

do AVEi. 



 
 

Palavras chaves: Extrato etanólico de Combretutum Leprosum, isquemia cerebral, 

aprendizagem e memória, comportamento cognitivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Stroke (AVE) is described as one of the main causes of death according to the World 

Health Organization (WHO). The AVE is subdivided into ischemic (AVEi) and 

hemorrhagic (AVEh), the first being more prevalent. The interruption of blood in a 

particular region of the brain in the AVEi creates two distinct regions in the tissue: the 

"ischemic nucleus" and the "ischemic penumbra". The cells of the ischemic nucleus 

are first affected from necrosis due to the direct lack of basic supplies for the cell 

survival, while cells in the penumbra region die from apoptosis, being this region 

feasible of intervention. Currently, the main pharmacological therapeutic approach 

involves the use of Alteplase, a thrombolytic drug that is extremely restricted. Thus, 

new approaches are needed to therapeutic spectrum, in addition to reducing the side 

effects. To this end, medicinal plants of the Brazilian flora are a powerful source for the 

development of medicines for the treatment of stroke. Given the above, our work 

evaluated the possible effect of the treatment with the ethanolic extract of the medicine 

plant Combretum leprosum (EECL) in preventing cellular and cognitive damage 

caused by AVEi in mice. Herein, in the present study, we used male mice of the Mus 

species musculus and Swiss lineage, 8-10 weeks (CEUA 53/2017 - UFES), which 

were submitted to a global ischemia / reperfusion (BCCAo) model and treated orally 

with EECL at the dose of 100mg / kg. The animals were randomly divided into four 

experimental groups: vehicle sham (saline + tween20) (SV), sham extract (saline + 

tween 20 + EECL) (SE), vehicle ischemia (IV) and ischemia extract (IE). After 

anesthesia recovery, the animals received two doses of EECL or vehicle at intervals of 

3 hours between doses and this regimen was repeated 24 hours later. Subsequently, 

the dose became unique until the end of the experiments. The quantification of the 

infarct area showed a reduction of the ischemic area by 33%. Additionally, our data 

shows that the treatment decrease the cognitive deficits related to spatial memory and 

object recognition. The improvement found in the treatment of AVEi is possibly related 

to the increase of cells immunopositive for the neuronal marker NeuN in the 

Immunofluorescence assay in animals of the IE group, as well as the decrease of the 

expression of the marker of activated astrocytes GFAP in the same group. Overall, 

this report provides promising evidence of the potencial use of EECL in the treatment 

of stroke. 



 
 

Key words: Ethanolic extract of Cobretutum Leprosum, cerebral ischemia, learning 

and memory, cognitive behavior 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1  ACIDENTE VASCULAR ENCEFÁLICO 

O Acidente Vascular Encefálico (AVE) é uma patologia grave e frequente, definida a 

partir de uma anormalidade na irrigação sanguínea (SINGH et al., 2017), que pode 

ser a partir da redução ou até mesmo impedimento do fluxo sanguíneo em uma 

determinada região cerebral (CHEN et al., 2017). 

Subdividido em hemorrágico (AVEh) ou isquêmico (AVEi), o primeiro é 

desencadeado pelo rompimento de vasos sanguíneos, enquanto o segundo, com 

prevalência de 80% dos casos, ocorre devido a obstrução de uma ou mais artérias 

cerebrais (JIANG, et al., 2018).   

Sua causa principal assim como a maioria das doenças cerebrovasculares, pode ser 

atribuída a diversos fatores, dentre eles a aterosclerose e a hipertensão, em que 

esta última é a principal responsável pelo AVEi (SHINODA, N. et al., 2017). Outros 

fatores como a inatividade física, dislipidemia, obesidade e má distribuição de 

gordura corporal, diabetes mellitus, tabagismo e fibrilação atrial potencializam a 

ocorrência desta enfermidade (DI LEGGE et al., 2012), entretanto o tratamento do 

diabetes e hipertensão, associado ao controle dos demais fatores de risco 

contribuem significativamente para a diminuição da mortalidade e 

consequentemente incapacitação (GO et al., 2013).  

Um indivíduo afetado por um AVEi pode sofrer diversas complicações, tais como: 

dificuldades na fala e alimentação; constipação ; epilepsia; depressão; fraqueza ou 

formigamento na face, no braço ou na perna; confusão mental; alteração na visão; 

alteração do equilíbrio, coordenação; tontura ou alteração no andar; dor de cabeça 

súbita intensa; déficits na memória espacial, no processamento de informações 

entre outras (FAIZ et al., 2018).  

 

1.2 FISIOPATOLOGIA DO AVE: ISQUEMIA E REPERFUSÃO 
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A isquemia é definida como o processo em que existe ausência ou deficiência do 

aporte sanguíneo em um tecido, o que consequentemente diminui o aporte de 

oxigênio e glicose.  Por outro lado, a reperfusão é o processo de restabelecimento 

sanguíneo após a isquemia (HARUKUNI; BHARDWAJ, 2006) e o dano que ocorre 

posteriormente à reperfusão da região isquemiada é denominado lesão 

isquemia/reperfusão (I/R) (HARUKUNI; BHARDWAJ, 2006). 

O cérebro submetido a um evento isquêmico apresenta duas regiões 

morfologicamente  distintas: núcleo e penumbra (APPIREDDY et al., 2015). 

 

Fig. 1. Desenho esquemático das regiões do núcleo e da penumbra isquêmica (Adaptado de 
BONOVA et al., 2012).  

 

A região do núcleo desenvolve-se a partir da ausência severa do fluxo sanguíneo no 

tecido cerebral, o que consequentemente pode resultar uma necrose. Por outro lado, 

a região de penumbra é adjacente ao núcleo isquêmico, sendo esta, irrigada pela 

vascularização colateral do tecido e é onde as intervenções farmacológicas têm 

maior probabilidade de sucesso (FISHER; BASTAN, 2012).  Ainda nesta região 

cerebral, o fluxo sanguíneo está abaixo da demanda metabólica normal, sendo  o 

metabolismo energético mantido a um nível baixo, permitindo uma sobrevivência das 

células na área. Entretanto, com a precariedade de substratos importantes para a 

manutenção da função celular, pode-se ter uma transformação da área de penumbra 

em tecido necrótico (W.-D., 2000). 

 

 

1.3 INFLAMAÇÃO, ESTRESSE OXIDATIVO E EXCITOTOXICIDADE 
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Durante o evento isquêmico, o metabolismo anaeróbico prevalece, o que produz 

uma diminuição no pH celular. Para diminuir esse acumulo de prótons H+, ocorre um 

grande influxo de íons de sódio. Há também uma perda da atividade neuronal a 

partir do efluxo de ions de K+ mediada inicialmente pela abertura de canais 

voltagem-dependentes e na sequência por canais ATP-dependentes levando a uma 

hiperpolarização transitória da membrana plasmática. Em seguida, ocorre uma 

redistribuição iônica na membrana plasmática associada com a despolarização 

(efluxo de K+ e influxo de Na+, Ca2+ e Cl-) (JOHNSON, ONUMA, OWOLABI, & 

SACHDEV, 2016; KALOGERIS, BAINES, KRENZ, & KORTHUIS, 2012). A 

despolarização da membrana resulta na liberação excessiva de neurotransmissores, 

em especial de glutamato, o principal neurotransmissor excitatório do sistema 

nervoso central (LEWERENZ; MAHER, 2015; MAGI; PICCIRILLO; AMOROSO, 

2019; SHINODA, Y. et al., 2016).  

A rápida retirada de glutamato da sinapse por seus transportadores é essencial para 

a neurotransmissão excitatória natural. Esse mecanismo é extremamente importante 

para prevenir a excitotoxicidade desencadeada por esse neurotransmissor. Esse 

evento tóxico promove danos celulares graves e está envolvido em diversas 

doenças agudas e crônicas do sistema nervoso central (SNC). Entretanto, após um 

evento isquêmico, o influxo de cálcio e a estimulação de receptores de glutamato 

podem resultar em excessiva despolarização da membrana, que também pode 

ativar canais de cálcio dependentes de voltagem. Isso, por sua vez, permite um 

influxo ainda maior de cálcio, alimentando, assim, um ciclo vicioso que agrava a 

sobrecarga de cálcio intracelular e acelera a morte neuronal (MAGI; PICCIRILLO; 

AMOROSO, 2019). O aumento de cálcio também promove a ativação de diversas 

enzimas proteolíticas cálcio-dependentes, bem como proteínas da matriz 

extracelular e nucleases, o que leva ao desenvolvimento da injuria celular 

(DIRNAGL; IADECOLA; MOSKOWITZ, 1999).  

Concomitantemente, o excesso de espécies reativas de oxigênio (EROs) produzidos 

compromete o balanço oxidativo entre a formação e a neutralização por 

antioxidantes endógenos, provocando lise da membrana citoplasmática, danos 

maiores ao DNA, e consequentemente na morte celular (BARONE; FEUERSTEIN, 

1999; DIRNAGL; IADECOLA; MOSKOWITZ, 1999).  
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Fig. 2. Mecanismos fisiopatologicos durante a isquemia cerebral (adaptado de DIRNAGL; 
IADECOLA; MOSKOWITZ, 1999)).  

 

Após a ocorrência da lesão, uma inflamação é instalada e os neutrófilos são as 

primeiras células a invadir tecido após isquemia cerebral. Nestas condições, as suas 

propriedades pró-inflamatórias aumentam a lesão tecidual. Inicialmente essas 

células desempenham um papel de reparo tecidual, no entanto, seus efeitos 

prejudiciais dominam com a produção de espécies reativas de oxigênio (EROS), e 

várias citocinas, ambos contribuintes para a ruptura da matriz extracelular 

(JICKLING et al., 2015; MORRISON; MCKEE; RITTER, 2011; RUHNAU et al., 

2017).  

Ainda com a inflamação, apesar da produção e consequentemente liberação de 

citocinas pró-inflamatórias, observa-se ativação de células incluindo neurônios, 

astrócitos, micróglia e células endoteliais resultando na morte de células gliais e 

neuronais durante a isquemia (DAVID et al., 2012).   

Os astrócitos são uma importante célula do SNC que possuem diversas funções 

como regular a formação e a manutenção de sinapses, o fluxo sangüíneo cerebral 
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e a integridade da barreira hematoencefálica (CEKANAVICIUTE; BUCKWALTER, 

2016). Além disso, essas células participam da transmissão glutamatérgica, na qual 

o glutamato é captado por transportadores de alta afinidade presentes nos astrócitos 

adjacentes à sinapse, evitando a permanência do neurotransmissor no espaço 

extracelular após a atividade neuronal, sobretudo após um trauma, a fim de prevenir 

a excitoxicidade (MEDEROS; GONZÁLEZ-ARIAS; PEREA, 2018). (MEDEROS; 

GONZÁLEZ-ARIAS; PEREA, 2018).      

Existe um crescente corpo de evidências de que os astrócitos são 

importantes reguladores in situ da resposta neuroinflamatória no AVE. Essas 

células são expressas em todo o cérebro adulto, entretanto com níveis mais altos no 

hipocampo e no neocórtex (YUAN et al., 2017). Durante a lesão do SNC, os 

astrócitos em seu ambiente extracelular e nas células às quais estão acoplados,  

alteram suas características morfológicas e funcionais para adotar um fenótipo 

"reativo‖. Sua reatividade ocorre no período subagudo de 2 dias a 1 semana após 

o AVE e com formação de uma cicatriz em torno do núcleo do AVE em 2 semanas 

(CEKANAVICIUTE; BUCKWALTER, 2016). 

Já a micróglia congrega as principais células envolvidas na defesa contra danos 

cerebrais. Elas surgem no cérebro desde o início do desenvolvimento e persistem 

até a idade adulta e normalmente são responsáveis pela remoção de células 

neuronais mortas e pela restauração das funções neuronais. Após AVE, estas se 

apresentam de forma ativada, reagindo rapidamente a ameaças. O seu pico de 

ativação ocorre em 2 a 3 dias e permanece sustentado por várias semanas (KIM; 

CHO, 2016). 

Além das células da glia que se apresentam pós isquemia, temos também como 

destaque enzimas e proteínas que estão envolvidas na inflamação. Como destaque, 

as enzimas pró-inflamatórias, incluindo ciclo-oxigenases (COX), óxido nítrico sintase 

induzível (iNOS) e NADPH oxidases (NOX) e as citocinas  IL-1β, IL-6, TNF-α (DAVID 

et al., 2012).  
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1.4 DIAGNOSTICO E TRATAMENTO 

O diagnóstico do AVE é realizado por meio da avaliação do histórico do paciente e, 

principalmente, pela avaliação de sinais clínicos tais como: perda de força e 

sensibilidade, dificuldade visual e de fala, cefaleia intensa, desequilíbrio e tontura, 

simetria alterada no rosto (MESCHIA et al., 2014).   

Como forma de tratamento, a revascularização do tecido (reperfusão), é essencial, 

para minimizar a injuria ao tecido, porém após esse evento, ocorre ampliação das 

lesões produzidas na fase isquêmica isolada (KALOGERIS et al., 2012). A 

reperfusão pode ocasionar efeitos deletérios como acentuar o edema tecidual, além 

de não promover uma restauração uniforme do fluxo sanguíneo para o tecido (DE 

GROOT; RAUEN, 2007).  

Os dados estatísticos atuais demonstram claramente que o AVE é uma patologia 

que causa grande prejuízo ao indivíduo, seja ele social, financeiro, emocional. O 

principal tratamento fornecido ao paciente que entra em uma unidade de saúde com 

suspeita de um AVE é a revascularização do tecido com a utilização do trombolítico 

alteplase rtPA em até 4,5 horas do ínicio dos sintomas (KNUTTINEN et al., 2010). O 

Ministério da Saúde brasileiro (2013) sugere que a terapia trombolítica seja iniciada 

nos primeiros noventa minutos após o início dos sintomas para que haja um melhor 

prognóstico. 

O rt-PA apresenta eficácia comprovada pela Food and Drug Administration (FDA), 

no entanto, grande parte dos pacientes que chegam ao atendimento hospitalar não 

se enquadram para tratamento com essa droga. Médicos apresentam receio em 

utilizar este medicamento, pois muitas vezes não podem certificar que os pacientes 

estão dentro da janela terapêutica. Após 4,5hs os malefícios desse medicamento, 

devido aos efeitos colaterais, superam o benefício do tratamento. Estima-se que 

apenas 4% dos que procuram atendimento hospitalar estão dentro dessa janela 

(LEE; ZHANG; YU, 2017; MICIELI; PIERA; TOSI, 2009). 

Outro fármaco recentemente utilizado em países asiáticos é o Edaravone. A 

edaravona é uma droga antioxidante, aprovada para uso no Japão, sendo utilizado 

no tratamento o AVEi dentro de 24 horas do início dos sintomas, o que já amplia o 

tempo de intervenção (NAGANUMA et al., 2018).   Foi demonstrado que a droga 
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reduz o excesso de EROs(MATSUMOTO et al., 2018), prevenindo danos cerebrais, 

em pacientes com ELA (Esclerose Lateral Amiotrófica). Diante desse fato, 

atualmente ela tem sido recomendada nas diretrizes japonesas para o tratamento do 

AVE. Recentemente, a FDA também concedeu uma licença para o edaravone para 

o tratamento da esclerose lateral amiotrófica nos EUA (NAGANUMA et al., 2018; 

YAMAGUCHI et al., 2017; MATSUMOTO et al., 2018). 

Até o momento, não existe tratamento eficaz para o comprometimento cognitivo pós-

AVE (SUN; TAN; YU, 2014). Como alternativas, a utilização de fármacos inibidores 

da acetilcolinesterase, antagonistas de receptores N-metil-Daspartato (NMDA) e 

antidepressivos, convencionalmente utilizados no tratamento da Doença de 

Alzheimer, têm demonstrado pequenas melhorias no comprometimento cognitivo 

(GARDONI; DI LUCA, 2006; MALOUF; BIRKS, 2004). Contudo, estas drogas não 

melhoram os resultados no momento do evento clínico, sem levar em consideração 

também dos efeitos adversos e custos elevados (LEVINE; LANGA, 2011).  

Julgando as limitações da terapêutica atualmente empregada, novas estratégias são 

necessárias para reduzir o dano cerebral e suas consequências, melhorarando o 

prognóstico. Nesse contexto, outras terapias que podem ser alternativas, devem ser 

investigadas para auxiliar no tratamento, principalmente inibindo deficits motores e 

cognitivos advindos do comprometimento do sistema nervoso central após AVE.  

 

1.4 PLANTAS MEDICINAIS NA TERAPÊUTICA DO AVE 

 

A fitoterapia, ou seja,  o uso de plantas medicinais no tratamento de diversas 

enfermidades, possui importante e preponderante papel na medicina popular 

(BRUNING; MOSEGUI; VIANNA, 2012). Sua grande utilização está associada, 

primeiramente, aos avanços ocorridos na área científica, que permitiram o 

desenvolvimento de fitoterápicos reconhecidamente seguros e eficazes. 

Segundamente, pela crescente utilização pela população em geral que opta por 

terapias menos agressivas e que acabam por acreditar que as plantas apresentam 

pouco ou nenhum efeito colateral (BRUNING; MOSEGUI; VIANNA, 2012).  
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As etapas necessárias para utilização de uma planta como fitoterápico são a 

comprovação da sua eficácia e segurança através de ensaios farmacológicos 

seguidas da correta caracterização química do extrato e quantificação (KUNLE, 

2012)  

Atualmente, existe grande interesse para a descoberta e identificação de novos 

compostos de origem natural com atividade no organismo. Muitos desses compostos 

apresentam potentes efeitos anti-inflamatórios, antioxidantes e neuroprotetores 

(BAYAT et al., 2012). 

Bayat (2012) em estudo para investigação neuroprotetora da planta Melissa 

officinalis em ratos e camundongos submetidos à isquemia cerebral, concluiu que o 

tratamento com este fitoterápico foi responsável por proteger o dano isquêmico 

mediado pela inibição do estresse oxidativo, bem como reduzir a morte de células 

por apoptose. 

Outros trabalhos também demonstram sucesso no tratamento de isquemia cerebral 

a partir de medicamentos de origem vegetal. Isso ocorre, pois, os fitoterápicos 

podem apresentar característica antioxidante, anti-inflamatória, antiapoptótica, e 

até mesmo neuroprotetora. Outro fato importante é que os vegetais utilizados como 

medicamentos geralmente têm menos efeitos colaterais relatados do que os 

medicamentos alopáticos, e podem ser mais seguros de usar por um longo período 

de tempo (GAIRE, 2018). 

De forma semelhante, nosso grupo de pesquisa vem se dedicando ao estudo de   

fitoterapicos e seus compostos isolados na prevenção e/ou tratamento de doenças 

do SNC. 

Um estudo recente abordou o uso do extrato etanólico da planta medicinal CL em 

prevenir os sintomas motores e bioquímicos em modelo animal da doença de 

Parkinson. Evidências sugerem  o envolvimento do estresse oxidativo, assim como a 

neuroinflamação como principais contribuintes para a degeneração neuronal 

observada na DP (GUPTA; DAWSON, 2010). De acordo com Moraes (2016) o 

tratamento com EECL preveniu alterações motoras e moleculares, amenizando os 

déficits dopaminérgicos desencadeados pela toxina parkinsoniana MPTP. Como 

uma possível justificativa, sugere-se que o tratamento com EECL foi responsável 
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pela diminuição da morte de neurônios dopaminérgicos e isso pode estar 

correlacionado com os principais fatores contribuintes.  

Entre muitas substâncias originárias de plantas medicinais que apresentam potencial 

para o desenvolvimento de um fitomedicamento, o EECL é uma nova alternativa por 

apresentar compostos de ação anti-inflamatória e também antioxidante (LONGHI-

BALBINOT et al., 2012; MORAES et al., 2016). 

Membros da família Combretaceae compreendem aproximadamente 500 espécies e 

14 gêneros distribuídos nas regiões tropicais e subtropicais do mundo, sendo a 

África o principal centro de diversidade da família (NETO; CORDEIRO; LOIOLA, 

2014). Utilizados para fins medicinais na África, Ásia, América do Sul e Índia, 

adicionalmente, Combretum espécies são amplamente utilizados como parte da 

medicina indígena para o tratamento de doenças que incluem dores abdominais, 

dores nas costas, bilharzia (esquitossomose), tosse, resfriados, conjuntivite, 

diarréia, febre, cefaléia, lepra, pneumonia, picada de escorpião e mordida de cobra 

e fraqueza geral. Especificamente, a espécie Combretum Leprosum, popularmente 

conhecida como mufumbo ou cipoaba, é preparada a partir de infusões com as 

partes aéreas (hastes, folhas e flores) e raízes e usadas como hemostáticos e 

sedativos para cicatrizar feridas durante o tratamento do sangramento uterino 

(LONGHI-BALBINOT., 2012; DUARTE et al., 2003; VIEIRA JÚNIOR et al., 2010). 

Pietrovski et al. (2006) investigou a ação antinociceptiva do EECL demonstrado um 

potente efeito analgésico sobre a nocicepção causada pela injeção intraplantar de 

glutamato em camundongos. Animais que foram tratados por via oral com o EECL 

uma hora antes da injeção de glutamato apresentaram respostas nociceptivas 

menores do que os camundongos tratados com salina. 

Outro estudo mostrou que o triterpeno pentacíclico TTHL (substância encontrada na 

CL) provocou efeitos antinociceptivos e anti-inflamatórios significativos num modelo 

murino de nocicepção visceral induzida por ácido acético e peritonite causada por 

carragenano. Demonstrou-se que o TTHL reduziu significativamente os níveis de 

citocinas pró-inflamatórias no fluido peritoneal de camundongos injetados com 

carragenano, inibindo também a ativação do sistema glutamatérgico (LONGHI-

BALBINOT et al., 2012). 
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Della-Pace et al., (2013) demonstrou que CL proporcionou uma ação 

anticonvulsivante no trabalho em que utilizou-se um modelo de convulsão induzida 

pela droga antagonista GABAérgica PTZ (pentilenoterazol). Para o experimento foi 

utilizada em animais uma dose de 80 mg/kg de PTZ, após tratamento com uma dose 

de 30 mg/kg de TTHL. Sabe-se que a atividade da bomba Na+ ,K+ -ATPase contribui 

de maneira crucial para a manutenção do gradiente eletroquímico pelos potencias 

de repouso de ação e captação e liberação de neurotransmissores no cérebro, 

sendo que qualquer alteração na atividade de NA+ K+ ATPase e com a estimulação 

do sistema glutamatérgico e a baixa estimulação do GABAérgico temos uma 

contribuição para a epilepsia (GRISAR; GUILLAUME; DELGADO-ESCUET, 1992). 

Foi observado neste estudo redução de crises convulsivas, sugerindo então que o 

TTHL pode estar ligado na manutenção da atividade da NA+ K+ ATPase, e além de 

produzir um efeito anticonvulsivante e ainda protegendo contra danos oxidativos.  

Baseando nessas investigações, o EECL possui atividades biológicas já 

comprovadas em modelos animais, o que podemos sugerir uma nova aplicação 

terapêutica no tratamento do AVE. 
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2 JUSTIFICATIVA 

O AVE está descrito entre as maiores causas de morte no mundo (MATSUMOTO et 

al., 2018) e a incidência de pacientes acometidos tende a aumentar ao longo do 

tempo devido ao aumento da expectativa de vida em alguns países (LACKLAND et 

al., 2012). 

O aumento do número de pessoas afetadas por esta patologia levou a busca por 

estratégias de prevenção e reabilitação, entretanto, com foco principal na 

recuperação de funções motoras. De fato o tratamento com o alteplase auxilia na 

recuperação motora, porém pouco eficiente na prevenção e reabilitação dos danos 

cognitivos (JACKSON et al., 2012;BRUMMEL et al., 2012(NYS et al., 2006).  

Embora estudos demonstrem que cerca de 30% dos indivíduos sobreviventes a um 

AVE apresentam algum tipo de comprometimento cognitivo, como déficit de atenção, 

memória, linguagem, orientação  e lentidão acentuada no processamento da 

informação ou pra execução de tarefas, até o momento, não há tratamentos efetivos 

para a redução desses danos (SUN et al., 2014), tornando relevante a identificação 

de novas estratégias. 

O interesse em terapias alternativas, principalmente utilizando plantas medicinais e 

compostos extraídos de plantas vem crescendo, por apresentar vantagens, como 

uma alternativa facilmente acessível e muitas vezes mais barata quando comparada 

com medicamentos sintéticos (MORAES et al., 2016; LONGHI-BALBINOT et al., 

2012). Além disso, os extratos possuem ação complexa, exercendo sua ação 

terapêutica frequentemente através de mais de uma via  e com ação 

frequentemente evasiva (TSATSOS et al., 2017). 

Contudo, com base nos resultados apresentados acima, pode-se sugerir que o 

EECL, com sua capacidade antioxidante e anti-inflamatória, venha trazer benefícios 

para o tratamento de AVE. Dessa forma, este trabalho propôs investigar o potencial 

efeito neuroprotetor em AVE na prevenção de danos cognitivos, além dos possíveis 

mecanismos envolvidos. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Verificar o potencial efeito neuroprotetor do extrato etanólico da planta medicinal 

Combretum Leprosum em prevenir e/ou minimizar os danos cognitivos apresentados 

por camundongos submetidos ao modelo de isquemia cerebral global (BCCAo). 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

i. Avaliar se o tratamento com o extrato etanólico de Combretum leprosum 

previne déficits cognitivos causado pelo AVE, na memória de curta duração 

no paradigma do reconhecimento de objeto; 

ii. Avaliar se o tratamento com o extrato etanólico de Combretum leprosum 

previne déficits cognitivos na memória espacial de referência; 

iii. Avaliar o possível efeito neuroprotetor do EE, através da quantificação da 

área de infarto e imunorreatividade ao marcador neuronal NeuN; 

iv. Avaliar o efeito do EECL na ativação de GFAP no hipocampo por imunoblot; 
 

v. Correlacionar estatisticamente a eventual melhora cognitiva com alterações 
avaliadas  
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Destaques 

 

• EECL reduziu o volume de infarto 

• EECL evitou déficit de memória de curto prazo. 

• EECL evitou déficit de memória espacial 

• EECL reduziu a morte celular neuronal 

• A expressão de GFAP foi aumentada em animais isquêmicos 
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Abstract 

 

Stroke is described as one of the main causes of death according to the World 

Health Organization (WHO). The AVE is subdivided into ischemic (AVEi) and 

hemorrhagic (AVEh), the first being more prevalent. The interruption of blood in a 

particular region of the brain in the AVEi creates two distinct regions in the tissue: the 

"ischemic nucleus" and the "ischemic penumbra". The cells of the ischemic nucleus 

are first affected from necrosis due to the direct lack of basic supplies for the cell 

survival, while cells in the penumbra region die from apoptosis, being this region 

feasible of intervention. Currently, the main pharmacological therapeutic approach 

involves the use of Alteplase, a thrombolytic drug that is extremely restricted. Thus, 

new approaches are needed to therapeutic spectrum, in addition to reducing the side 

effects. To this end, medicinal plants of the Brazilian flora are a powerful source for 

the development of medicines for the treatment of stroke. Given the above, our work 

evaluated the possible effect of the treatment with the ethanolic extract of the 

medicine plant Combretum leprosum (EECL) in preventing cellular and cognitive 

damage caused by AVEi in mice. Herein, in the present study, we used male mice of 

the Mus species musculus and Swiss lineage, 8-10 weeks (CEUA 53/2017 - UFES), 

which were submitted to a global ischemia / reperfusion (BCCAo) model and treated 

orally with EECL at the dose of 100mg / kg. The animals were randomly divided into 

four experimental groups: vehicle sham (saline + tween20) (SV), sham extract (saline 

+ tween 20 + EECL) (SE), vehicle ischemia (IV) and ischemia extract (IE). After 

anesthesia recovery, the animals received two doses of EECL or vehicle at intervals 

of 3 hours between doses and this regimen was repeated 24 hours later. 

Subsequently, the dose became unique until the end of the experiments. The 

quantification of the infarct area showed a reduction of the ischemic area by 

33%.Additionally, our data shows that the treatment decrease the cognitive deficits 

related to spatial memory and object recognition. The improvement found in the 

treatment of AVEi is possibly related to the increase of cells immunopositive for the 

neuronal marker NeuN in the Immunofluorescence assay in animals of the IE group, 

as well as the decrease of the expression of the marker of activated astrocytes GFAP 

in the same group. Overall, this report provides promising evidence of the potencial 

use of EECL in the treatment of stroke. 
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Key words: Ethanolic extract of Cobretutum Leprosum, cerebral ischemia, learning 

and memory, cognitive behavior 
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1. Introdução 

 

O acidente vascular encefálico (AVE) é uma das principais doenças debilitantes e 

que levam a óbito no mundo, sendo o Brazil o líder em AVE na América Latina 

(PEDROSO et al., 2018). 

Esta disfunção está envolvida a diversos fatores tais como doenças 

cerebrovasculares, hipertensão e aterosclerose (SHINODA, N. et al., 2017). 

Subdividido entre hemorragico e isquêmico, o primeiro ocorre a partir da interrupção 

do fluxo sanguineo por rompimento do vaso, enquanto o isquêmico (AVEi), com 

prevalência de 80% dos casos, tem sua ocorrência por obstrução de uma ou mais 

artérias cerebrais  (JIANG, et al., 2018).  

Durante o evento isquemico, há redução ou comprometimento do fluxo sangüíneo 

cerebral em uma determinada área do cérebro (LI et al., 2017), o que leva ao 

surgimento súbito de déficits neurológicos característicos, tais como 

comprometimento motor, distúrbios de linguagem e déficits cognitivos (PEDROSO et 

al., 2018). 

A depleção de sangue no SNC também é responsavel por desencadear vários 

processos fisiopatológicos, como inflamação, estresse oxidativo, excitotoxicidade, 

apoptose e necrose de neurônios, que podem resultar em alterações motoras, 

sensoriais e cognitivas (DIRNAGL; IADECOLA; MOSKOWITZ, 1999). 

O aumento do número de pessoas acometidas por AVEi trouxe a necessidade de 

novas estratégias de prevenção e reabilitação. Atualmente há um grande foco na 

recuperação das funções motoras, entretanto é crescente o número de pacientes 

com sequelas cognitivas após um evento isquemico (JACKSON et al., 2012). O 

comprometimento cognitivo pós AVE é alto, e seus efeitos combinados aumentam 

significativamente o custo dos cuidados e a utilização dos recursos de saúde 

(CORRAO; LO COCO; LOPEZ, 2016). A atenção, memória, linguagem e 

orientação  espacial são os principais danos encontrados em pacientes pós AVE, 

além disso a lentidão acentuada no processamento da informação ou para execução 

de tarefas se faz presente dificultando ainda mais a qualidade de vida do paciente 

(CUMMING et al., 2011). Ainda é possível dizer que além do comprometimento 

cognitivo, disfunções psiquiátricas como ansiedade, depressão são comuns 

(PEDROSO et al., 2018).   
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A terapia farmacológica convencional com o ativador do plasminogênio tecidual 

recombinante (rt-PA), possui uma limitação em seu uso devido à janela terapeutica 

estreita, além do grande número de efeitos colaterais. Outro fato é que ela tem se 

mostrado pouco eficaz na melhora dos deficits cognitivos, sendo na maioria dos 

casos eficaz na redução do dano motor após o AVE, (NYS et al., 2006; LEVINE; 

LANGA, 2011; LINDLEY et al., 2012). Considerando essas limitações da terapia 

atualmente disponível, novas estratégias são necessárias para melhorar a qualidade 

de vida do paciente e o prognóstico da doença (KURODA et al., 2011). 

O uso de terapias alternativas vem sendo estudada na reabilitação pós-isquemia (LI 

et al., 2017). A terapia com plantas medicinais e compostos extraídos de plantas tem 

mostrado resultados promissores, além de serem alternativas que apresentam 

vantagens como fácil acesso e baixo custo se comparada aos medicamentos 

sintéticos (MORAES et al., 2016; SOLEY et al., 2012). 

Nos últimos anos, os estudos realizados a fim de identificar os mecanismos 

responsáveis pela ação terapêutica da planta Combretum leprosum (CL), cada vez 

mais demonstram avanços e resultados satisfatórios. Sua ação antinociceptiva foi 

investigada por Pietrovski et al., 2006, em que foi observado o potente efeito 

analgésico da planta sobre a nocicepção causada pela injeção intraplantar de 

glutamato em camundongos. 

DELLA PACE et al., 2013, demonstrou a ação anticonvulsivante de um composto 

isolado da CL, o triterpeno TTHL, utilizando como modelo de convulsão, a droga 

pentilenoterazol (PTZ), um antagonista GABAégico, na dose de 80 mg/kg, i.p em 

camundongos. Os animais receberam o composto (30 mg/kg, p.o.) 60 minutos antes 

da injeção com PTZ e como resposta a tratamento, o TTHL foi capaz de reduzir as 

crises convulsivas induzidas por PTZ. 

O triterpeno TTHL (0.01–10 mg/kg) também demonstrou efeito anti-inflamatório em 

estudo utilizando modelos de inflamação induzidos por ácido acético (i.p.) (LONGHI-

BALBINOT et al., 2012) 

Em trabalho relacionando CL e a Doença de Parkinson (DP), o tratamento com 

EECL, impediu alterações motoras e moleculares, revertendo as alterações 

bioquímicas desencadeadas pelo MPTP, droga utilizada para desenvolver o modelo 

de DP (MORAES et al., 2016). Diante de todo exposto acima, verifica-se que a CL 

está dentre as substâncias que apresentam potencial para o desenvolvimento de um 
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fitoterápico, já que apresenta compostos que se destacam e são responsáveis por 

desencadear ação antiinflamatória e antioxidante em modelos in vivo (LONGHI-

BALBINOT et al.,2012; MORAES et al., 2016).  

Portanto, neste presente projeto, buscamos verificar o potencial efeito neuroprotetor 

do extrato etanólico de Cobretum Leprosum em um modelo animal experimental de 

isquemia cerebral global (BCCAo), sobretudo se o tratamento com EECL previne 

déficits cognitivos causados pelo AVEi,  

 

2. Materiais e Metodos 

 

2.1 Animais 

 

Um total de 105 camundongos machos suíços (8-12 semanas de idade), pesando 

35-45g, foram utilizados para conduzir os experimentos. Foram respeitados os 

princípios éticos do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA, 

www.cobea.org.br), que estão de acordo com as normas internacionais de pesquisa 

envolvendo animais. Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comitê 

de Ética em Uso Animal (CEUA) da Universidade Federal do Espírito Santo (UFES) 

(protocolo número 53/2017). 

 

2.2 Design Experimental 

 

Os animais foram divididos em quatro grupos independentes, de acordo com as 

condições e a cirurgia, denominados veículo sham (SV), extrato sham (SE), veículo 

de isquemia (IV) e extrato de isquemia (IE). 

Os animais foram alojados em viveiro próprio no Laboratório de Neuroquímica e 

Comportamento da UFES e foram mantidos em caixas  de polipropileno (38 cm x 20 

cm x 13 cm) sob um ciclo escuro e claro de 12 / 12h, em temperatura ambiente (22 ± 

2 ° C) com água e alimento Ad Libitum. 

 

2.3 Indução de isquemia cerebral global 
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Os animais foram anestesiados por xilazina (20 mg / kg, i.p.; Sedomin, Argentina) e 

2,2,2-tribromoetanol (200 mg / kg, i.p.; Sigma-Aldrich). O protocolo de isquemia 

cerebral global utilizado foi adaptado de Tsuchiya et al. (2002). A isquemia global foi 

induzida pela oclusão da artéria carótida comum bilateral (BCCAo). Os animais 

foram colocados na posição dorsal, a região da traqueia foi exposta e, ambas as 

carótidas comuns (cca) foram cuidadosamente separadas por dissecação do nervo 

vago para oclusão temporária com fio de algodão (cca direito) e oclusão permanente 

(cca esquerda) com fio de náilon (5-0 1,5 cm, Shalon). A reperfusão do direito c.c.a. 

foi realizada após 60 minutos e foi confirmada visualmente. Em seguida a pele foi 

suturada com fio de nylon. Em animais operados por simulação, ambos os c.c.a. 

foram expostos, mas não ocluídos. Os camundongos foram autorizados a se 

recuperarem em gaiolas. 

 

 

2.4 Quantificação da Área de Infarto 

 

Um grupo de animais isquemia extrato (IE) e isquemia veículo (IV) foram 

decapitados 48 horas após a indução da isquemia e os cérebros foram removidos e 

secções coronais de 2 mm foram feitas. As fatias foram imersas em solução de 

cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazólio a 2% (Sigma-Aldrich) a 37 ° por 20 minutos. As 

áreas infartadas não coradas foram medidas usando o software ImageJ (1,49g / 

Java 1.6.0, 32 bits) e calculadas como uma porcentagem de todas as seções 

coronais. 

 

 
2.5 Teste de reconhecimento de Objetos  
 

 

O protocolo NOR utilizado foi adaptado de (BARBIERI et al., 2016). Os animais 

foram habituados na caixa experimental 30 minutos por três dias consecutivos. Vinte 

e quatro horas após a habituação, na sessão treinamento, os animais puderam 

explorar livremente dois objetos identicos por 15 minutos, distantes entre si por 10 

cm. A memoria de curta duração (STM) foi avaliada em grupos distintos de animais, 

1,5 horas após a sessão de treinamento. Durante este tempo de teste, os 
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camundongos foram devolvidos à arena que continha um dos objetos originais 

("familiares") e um novo objeto diferente em forma e cor ("romance"). Durante a troca 

dos animais, a limpeza das caixas e objetos foi feita com álcool 70%. O tempo de 

exploração foi definido como cheirar ou tocar o objeto com o nariz e o mesmo foi 

quantificado pelo software AnyMaze®. Por fim o índice de reconhecimento foi 

definido como a proporção do tempo gasto explorando o objeto romance menos o 

tempo da exploração familiar sobre o tempo total gasto explorando ambos os objetos 

de reconhecimento.  

 

2.6 Teste de Memória Espacial de Referência  
 

O labirinto aquático de Morris (MWM) consiste em uma piscina circular escura (136 

cm de diâmetro e 60 cm de altura) com água (20 ± 1 ° C). A piscina foi dividida 

geograficamente em quatro quadrantes pelas direções cardeais (N, E, S e W). Uma 

plataforma redonda preta foi colocada a 1,0 cm abaixo da superfície da água, no 

centro de um dos quadrantes. Pistas espaciais foram colocadas ao redor da sala 

para ajudar na orientação espacial do animal. A fase de aprendizagem consistiu em 

8 dias consecutivos (4 tentativas por dia saindo dos quatro pontos cardeais). Em 

cada sessão os camundongos foram autorizados a nadar 60 segundos para 

encontrar a plataforma escondida, e em cada tentativa, os roedores foram liberados 

em um dos quadrantes. Depois que a plataforma foi encontrada, o mouse 

permaneceu na plataforma por 15 segundos. Os animais que não encontraram a 

plataforma no tempo de até 60 segundos, gentilmente estes foram guiados para a 

plataforma pelo experimentador. Toda a análise de video foi realizada a partir do 

software Anymaze®. 

 

 

2.7 Imunofluorescência 

 

O protocolo de imunofluorescencia utilizado foi adaptado de Martins-Silva et al., 

2011. Os camundongos foram anestesiados com xilazina / cetamina (via I.P. 90 mg / 

kg e 20 mg / kg, respectivamente) e perfundidoscom solução tampão PBS e solução 

de formaldeído (4%). Após a perfusão, os cérebros dos animais foram removidos e 

imersos em soluções de preservação crioprotetora para seccionamento do criostato 
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na espessura de 20 micrômetros. Após as seções, as fatias foram colocadas em 

lâminas previamente gelatinizadas. 

Para imunofluorescência, as laminas como tecido foram incubadas durante 48 horas 

a 4° C com anticorpo de núcleos neuronais anti-coelho (NeuN) (1: 100, Millipore, 

MAB 377), com tampão de incubação (soro de cabra normal a 5%; Triton a 0,3% em 

PBS). Após o tratamento adequado das lâminas e lavagens com PBS, para a 

segunda parte do procedimento, a incubação do anticorpo secundário foi realizada 

por 2 h com imunoglobulina Alexa Fluor 488 (IgG, NeuN) (Invitrogen) e a marcação 

nuclear foi realizada com (DAPI) (Sigma) à temperatura ambiente. Após a 

incubação, as lâminas foram seladas e analizadas em microscópio (Leica-

Microsystems) e a morte neuronal foi quantificada usando o programa ImageJ. 

 

2.8 Análise da expressão de proteína 

O hipocampo foi homogeneizado em tampão de lise (10 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 

mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-100 e inibidor de protease) e mantidos em gelo 

durante 30 minutos. A centrifugação foi seguida, com subsequente coleta do 

sobrenadante (Areal, et al., 2015). Os 60 microgramas de proteína foram então 

separados por SDS-PAGE e depois transferidos para a membrana de PVDF . A 

expressão da proteína Actina foi usada como controle interno. O anticorpo utilizado 

foi anti-GFAP (1: 1000 Millipore) mouse IGg e anti-mouse. As imagens foram 

adquiridas usando o ChemiDoc (Bio-rad) e analisadas pelo software Image Lab (Bio-

rad). 

 

2.9 Análises Estatísticas 

 

Os dados comportamentais foram analisados através de ANOVA, com medidas 

repetidas seguidas por post hoc de Bonferroni. Para análise da expressão de 

proteínas foi utilizado a anova de uma via com post hoc de Bonferroni. A análise da 

área do infarto foi realizada através dos testes t de Student. Todos os dados estão 

representados como a média ± EPM com p <0,05 considerado estatisticamente 

significativo. 

 

3. Resultados 
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3.1 Analise da área de infarto 
 

A fim de examinar se o EECL poderia produzir diminuição da área de infarto 

provocado pela isquemia em nível morfológico, foi realizado coloração por TTC. 

Camundongos dos grupos isquemia tratado e não tratado exibiram area de infarto 

com morte neuronal (Fig. 2A), entretanto no grupo tratado, a area foi menor.  

A quantificação da área do infarto foi mostrada na figura 2B, na qual o grupo IV 

apresentou uma área de infarto de 51,61% ± 3,36 (n= 6), enquanto o grupo IE, que 

recebeu EECL, apresentou uma diminuição da área de infarto em 33%, chegando a  

18% ± 3.285 (n= 4). Assim, verificamos que o extrato foi capaz de reduzir 

significativamente a área de infarto [p = 0,0002]. 

 

3.2 Reconhecimento de Objeto  
 
A memória de curta duração (MCD) foi examinada através do teste de 

reconhecimento de objeto (RO). Durante o treino (Figura 3A) não foi observado 

nenhum déficit motor conforme a distância percorrida [F (3, 38) = 1.311; p= 0.2849] e 

os animais exploraram de maneira semelhante ambos objetos, mostrando não 

apresentar preferência,  como apontado na Anova de duas vias [F (1, 38) = 0.6835; 

p=0.4135] (Figura 3B). Ao realizar o teste de memória, através da exploração do 

objeto familiar e novo, constatamos que os animais IV apresentaram prejuízo em 

sua memória de reconhecimento de objetos quando comparados aos demais grupos 

(p>0.9999). Entretanto, os animais IE apresentaram uma diminuição desse prejuízo 

apresentando um comportamento semelhante aos animais do grupo SV (p=0.0275) 

(Figura 3C).  Este prejuízo foi observado igualmente através do índice de 

discriminação (Figura 3D), em que os animais do grupo IV tiveram um menor índice 

em comparação aos demais grupos [F (3, 38) = 11.9, p<0.0001]. O índice de 

discriminação do grupo não tratado (IV) foi de 10%, enquanto do grupo tratado IE foi 

de 40% aproximadamente. 

 

3.3 Memória Espacial de Referência 
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A aprendizagem e a memória espacial foram avaliadas usando o teste do labirinto 

aquático de Morris (MWM).  A latência para encontrar a plataforma oculta durante os 

oito dias de treino no MWM foi diminuindo ao longo das sessões, sugerindo que 

todos aprenderam a tarefa [F (7, 308) = 57.18; p <0.0001] (Figura 4B). No entanto, a  

ANOVA two-way com medidas repetidas mostrou que os animais do grupo IV 

apresentaram maior latência em relação com os demais grupos , indicando um 

comprometimento cognitivo [F (3, 44) = 7.044; p=0.0006]. Com a finalidade de  

avaliar a memória, após vinte e quatro horas da última sessão  de treino, os animais 

foram submetidos ao teste comprobatório (PROBE), onde nadaram livremente por 

120s sem a plataforma de escape. A ANOVA de duas vias com Post hoc de 

Bonferroni [F (1, 43) = 40.79; p <0.0001], mostrou que com exceção dos animais IV 

(p>0.9999), os animais SV, SE e IE (p=0.0162; p=0.0457; p=0.0356 

respectivamente) gastaram mais tempo explorando o quadrante alvo em relação ao 

quadrante oposto, reconhecendo a localização da plataforma de escape (Figura 4C). 

Os animais IV não foram capazes de distiguir a localização da plataforma de escape 

(p>0.9999). O prejuizo observado nos animais do grupo IV, não esta relacionado 

com alterações motoras, visto que não houve diferença estatistica na velocidade de 

nado (Figura 4A) [F (3, 43) = 0.7234; p = 0.5436]. 

 

3.3 Imunofluorescência 

 

Com finalidade de avaliar a morte neural analisamos a imunorreatividade ao 

marcador NeuN e observamos diferenças na região do hipocampo e nas regiões 

proximais como o córtex ipsilateral da lesão entre os grupos IV e IE (Figura 5). O 

lado do encefalo ipisilateral à oclusão permanente das carótidas comuns dos 

camundongos foi o mais afetado, quando comparado ao lado contralateral com 

reperfusão. Desta forma, as células reativas a NeuN na regiões ipsilateral foram 

menos evidentes no grupo IV, se comparado ao grupo IE que recebeu o tratamento 

de EECL. 

 

3.5 Análise da Expressão de Proteína por imunoblot 
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As mudanças relativas na expressão de proteínas para o marcador inflamatório de 

Proteína ácida fibrilar glial (GFAP) foram avaliadas por imunoblot e os resultados 

obtidos estão apresentados na figura 6. A partir da analise de variancia Anova de 

uma via, o resultado foi estatisticamente significativo [F (3, 12) = 3.608; p=0.0458], 

entretanto nas comparações múltiplas com Post hoc de Bonferroni, a diferença foi 

acentuada entre o grupo IV e IE (p=0.0920).  

 

4. Discussão 
 

O interesse no uso de compostos e substâncias de origem vegetal na medicina vem 

ganhando destaque devido aos avanços da área científica, permitindo o 

desenvolvimento de drogas testadas e aprovadas para uso seguro em humanos.  O 

uso de CL não é recente sendo comum até hoje. A preparação de infusões, a partir 

de caules, folhas, flores e raízes, sempre foi utilizada na medicina popular como 

sedativo, cicatrizante, etc. (LIRA, 2002). 

De acordo com análises fitoquímicas, a CL possui várias classes de compostos que 

podem contribuir para o seu efeito biológico, entre estes, ácidos arjunolico, mélicos, 

ácidos graxos, triterpeno 3β, 6β, 16β-tri-hidroxilup-20 (29) -en (TTHL), flavonóides, 

3-O-metilquercetina e quercetina (FACUNDO et al., 1993). 

Devido a sua eficácia anti-inflamatória e antioxidante (HORINOUCHI et al., 2013; 

(DELLA PACE, 2013; MORAES et al., 2016), verificada na forma de administração 

com EECL ou na forma isolada com o TTHL, tendo em vista a sua eficácia no uso 

em modelos animais de inflamação e recentemente de neurodegeneração 

(MORAES, 2016), podemos inferir que esta planta possui potencial promissor no 

tratamento da lesão isquêmica cerebral.  

Assim como o EECL, outras drogas de origem vegetal tem sido alvo de interesse no 

tratamento do acidente vascular encefálico, posto que as estratégias terapêuticas 

convencionais para estes pacientes são limitadas, embora apresente resultados pré-

clínicos promissores (WIDMANN et al., 2018). Com este objetivo, vários modelos 

animais foram desenvolvidos para estudar a neurobiologia do AVE (SINGH et al., 

2017), sobretudo em modelo de isquemia cerebral e reperfusão (I/R) realizado neste 

estudo.  

https://www-sciencedirect.ez43.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/apoplexy
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Os mecanismos fisiopatologicos encontrados na enfermidade do AVE causam 

extremo prejuizo neuronal. Atualmente, sabe-se que o papel do estresse 

oxidativo no desenvolvimento de lesão cerebral mediada por I/R está bem 

esclarecido (Reynolds, 2007;NOUR; SCALZO; LIEBESKIND, 2013). O hipocampo é 

uma das regiões que apresenta grande comprometimento no AVE devido a elevada 

necessidade de aporte energético e, dessa forma, possui maior sensibilidade aos 

efeitos deletérios das EROs, que por sua vez são responsáveis por prejudicar 

biomoléculas como DNA, lipídios, proteínas (GOEDERS et al., 2010). 

 

No presente estudo, avaliamos animais submetidos à tarefa de Memória de Curta 

Duração (STM) no paradigma de Reconhecimento de Objeto (NOR). Esse teste tem 

sido utilizado para investigar a memória de reconhecimento de objetos e sua 

alteração durante desordens neuronais (ENNACEUR, A., DELACOUR J., 1988). 

Evidências científicas apontam que o AVE isquêmico causa déficits na memória de 

reconhecimento de objetos de curto prazo (ALTERMANN et al., 2017) o que é 

consistente com os nossos dados em que foi observado prejuízo na memória de 

curta duração. Izquierdo et al., (1998) mostrou que a STM depende da integridade 

do hipocampo, e de fato trabalhos mostraram que os déficits cognitivos causados 

pela isquemia estão fortemente correlacionados com a plasticidade neuronal na 

região CA1 do hipocampo (WANG et al., 2019).  

Assim como o STM a memória espacial acessada no Labirinto Aquático de Morris 

(MWM), também depende da integridade do hipocampo (NELL et al., 2016). De 

forma semelhante verificamos um comprometimento cognitivo em animais isquemia 

veículo no aprendizado da tarefa, corroborando com vários relatos que mostraram 

que a hipoperfusão cerebral leva a prejuízos na aprendizagem e na memória, devido 

à injúria na região hipocampal (WEI, ZHANG, 2018; LIU et al., 2017;KHOSHNAM et 

al., 2018). 

O prejuizo encontrado nos diferentes tipos de memoria foi atenuado quando os 

animais que obtiveram o tratamento proposto neste trabalho com EECL 

apresentaram redução na latência ao longo das sessões de aprendizagem e no 

reconhecimento de novos objetos. 

Relatos indicam que os flavonoides, fitoquímico encontrado na EECL, podem ser 

responsáveis por exercerem ação neuroprotetora, sobretudo em animais após 

https://www-sciencedirect.ez43.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/oxidative-stress
https://www-sciencedirect.ez43.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/oxidative-stress
https://www-sciencedirect.ez43.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0753332216321424?via%3Dihub#bib0265
https://www-sciencedirect.ez43.periodicos.capes.gov.br/topics/neuroscience/ischemic-stroke
https://www-sciencedirect.ez43.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0361923017301600?via%3Dihub#bib0145
https://www-sciencedirect.ez43.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/memory-disorder
https://www-sciencedirect.ez43.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/memory-disorder
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isquemia no modelo BCAAo (SINGH et al., 2017), com ação preventiva a 

excitotoxicidade mediada pelo glutamato na região do hipocampo (DA SILVA et al., 

2018). O mecanismo referente a esses efeitos pode estar relacionado pela 

capacidade em modular o sistema imunológico no cérebro, atenuando a 

neuroinflamação pela inibição da produção de óxido nítrico (NO) e citocinas 

induzidas pela micróglia ativada (HUSSAIN et al., 2018). 

Tsatsos et al., 2017, afirma que extratos de plantas possuem ação mais complexa 

que compostos sintéticos e exercem sua ação terapêutica frequentemente através 

de mais de uma via e que além da via de modulação do sistema imunológico, 

possa existir outras vias ainda não bem elucidadas. A partir dessas observações, 

podemos inferir que também existe uma correlação com o resultado encontrado na 

avaliação da morte celular na região do hipocampo pelo metodo de 

imunofluorescência com o marcador NeuN. 

Complementarmente, um fato importante a citar, são os antioxidantes endógenos 

tais como: a glutationa e a superóxido dismutase (SOD) que são consideradas 

importantes antioxidantes envolvidos na manutenção do balanço oxidativo (HE et al., 

2012). Durante a I/R, estes são insuficientes para neutralizar a geração maciça de 

ROS, o que é importante para aumentar a lesão no tecido cerebral (HE et al., 2012). 

Muitos trabalhos demonstraram que camundongos que superexpressam a SOD 

exibiram redução do estresse oxidativo, bem como da lesão cerebral mediada por 

IR, indicando que intervenções que elevam os níveis de antioxidantes endógenos 

podem ser benéficas na melhora do resultado funcional após lesão cerebral mediada 

por IR (SINGH ET AL., 2017). Como um possível mecanismo, o extrato de CL pode 

ter sido importante, contribuindo para a diminuição da lesão, favorecendo o aumento 

de antioxidantes endógenos. 

Dando continuidade aos nossos achados, em nivel macroscopio, O EECL reduziu 

significativamente a área do infarto o que ficou evidente com a analise microscopica 

pela imunofluorescencia, que o EECL possui mecanismos de ação que podem agir 

diretamente, reduzindo a inflamação, excitotoxicidade e/ou dano oxidativo o que 

consequentemente inferem para a redução da morte neuronal (HE et al., 2012). O 

desequilíbrio entre os marcadores oxidantes e antioxidantes na lesão de I / R é um 

precursor de aumento na inflamação visto tambem por um aumento de TNF-α, iNOS 

e IL-1β em outros trabalhos (MOHAMED et al., 2019). Além dos flavonoides, outro 

https://www-sciencedirect.ez43.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/glutathione
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fitoquimico encontrado na CL, o triterpeno TTHL, já possui descrição na literatura por 

apresentar potencial efeito anti-inflamatório (LONGHI-BALBINOT et al., 2012). 

Longhi-Balbinot et al. (2012) apontou que esse composto em modelo animal de 

inflamação, levou redução nos níveis de TNF-α e IL-1β.  

Essas observações são consistentes com as medidas de volume do infarto 

observado e com trabalho anterior do nosso grupo de pesquisa, em que propõe que 

a CL apresenta efeito antioxidante e anti-inflamatório para doenças neurológicas 

como a DP (MORAES et al., 2016). 

Por outro lado, as respostas neuroinflamatórias após o evento isquêmico 

desempenham um papel crítico nos desfechos do AVE. Após o trauma, a cascata 

inflamatória aparece como uma tentativa de restaurar o sistema nervoso central para 

recuperação ou como parte do dano cerebral, sendo a inflamação um dos 

contribuintes para a lesão cerebral após a isquemia (HE et al., 2012). Desde as 

primeiras horas após o início da isquemia, a mobilização de células microgliais, 

astrócitos e macrófagos contribui para a patogênese da doença através da liberação 

de mediadores inflamatórios (FU et al., 2015), que contribui para um processo de 

morte neuronal (OHAB et al., 2006). A resposta astrocítica também é considerada 

um componente chave da resposta celular ao dano do SNC, que pode exercer 

efeitos prejudiciais e benéficos durante o processo de reparo. Nos primeiros dias 

após o início da isquemia, o acúmulo de astrócitos na região da penumbra contribui 

para a redução dos danos celulares, liberando fatores de crescimento e controlando 

os níveis de radicais livres e glutamato, evitando a excitotoxicidade (CHISHOLM; 

SOHRABJI, 2016). 

Os astrócitos podem se tornar reativos após vários insultos cerebrais; no entanto, as 

funções dos astrócitos reativos são pouco compreendidas (MORIZAWA et al., 2017). 

Diversos trabalhos revelam que após lesão os astrócitos promovem a formação de 

cicatriz glial e produção de grandes quantidades de componentes da matriz 

extracelular, como proteoglicano de sulfato de condroitina, alterando o ambiente de 

crescimento axonal e inibindo severamente a regeneração nervosa (YUAN et al., 

2017). Entretanto, a curcumina, um composto natural com propriedades 

antiinflamatória e antioxidante, se mostrou eficaz na diminuição da expressão de 

GFAP, bem como redução na deposição de proteoglicano de condroitina-sulfato de 



 

41 
 

matriz extracelular, contribuindo para a recuperação da função neurológica (YUAN et 

al., 2017). 

Nesse contexto, nosso estudo confirma esses achados, uma vez que, verificamos 

que os animais IV tiveram ativação de astrócitos, enquanto  os animais IE tiveram 

uma atenuação da expressão dessas celulas. Outro fato importante é que o EECL 

foi capaz de reduzir drasticamente os níveis de GFAP em animais do grupo IE, 

tornando estes semelhante aos controles. 

Em resumo, nós fornecemos uma descrição dos efeitos do EECL in vivo no modelo, 

focando em mudanças bioquímicas e comportamentais em resposta ao Acidente 

Vascular Encefálico, trazendo novas evidências do potencial terapêutico do EECL 

em camundongos. Diante de nossos achados, o EECL apresenta potencial para 

reduzir os danos causados pela lesão da isquemia. 
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Legendas 

 

Fig. 1. Delineamento experimental: Os animais foram submetidos a cirurgia de 

isquemia/reperfusão ou simulação no dia 1 com 60 dias de idade. No mesmo dia 

após três horas a cirurgia iniciou a gavagem respeitando duas doses com intervalo 

de três horas para cada uma. No dia três, um grupo de animais (1) foi designado 

para o teste comportamental NOR, enquanto outro grupo para o MWM (2). No dia 7, 

os animais do grupo 1 foram eutanasiados e o hipocampo foi dissecado para análise 

de Western blotting e imunofluorescência. Os animais do grupo 2 foram 

eutanasiados no dia 11. Ao final, foi realizada a análise estatística dos dados.  

 

Fig. 2.  O EECL reduziu a área do infarto. Fig. 2A. Imagens representativas. Fig. 

2.B. Análise quantitativa da área do infarto. Os dados são expressos como média ± 

SEM. Teste t de Student não pareado. *** [p≤0.001]. 

 

Fig. 3. NOR. Fig. 3A. A habituação foi realizada 48 horas após o AVE Isquemico em 

animais tratados com veículo (Tween 20 + Saline 0,9%) a 3% e animais tratados 

com EECL 100 mg/kg. A fase de habituação foi realizada antes da fase de 

Treinamento e Teste. Os animais não apresentaram comprometimento motor. A 

estatística empregada foi Anova de uma via com Post hoc Bonferroni. [P = 0,1300]. 

Fig. 3B. Sessão Treinamento. O experimento foi realizado antes da Fase de Teste 

(Exploração de Objetos) 72h após a primeira habituação, em animais tratados com 

veículo (Tween 20 + Saline 0,9%) a 3% e animais tratados com EECL 100 mg / Kg. 

A estatística empregada foi ANOVA de duas vias com Post hoc de Bonferroni (p = 

0,4396). Fig. 3C. Exploração do objeto. O experimento foi realizado após a fase de 

treinamento em animais isquêmicos tratados com veículo (Tween 20 + Saline 0,9%) 

a 3% e animais tratados com EECL 100 mg / kg. A estatística utilizada foi ANOVA de 

duas vias com pós-teste de Bonferroni. [P <0,0001]. Os animais IV tiveram um déficit 

no STM (p> 0,9999). Fig. 3D. Índice de discriminação. O gráfico foi feito a partir da 

diferença no tempo de exploração do novo objeto e familiar dividido pela soma do 

tempo total de exploração de ambos os objetos. A estatística empregada foi ANOVA 

de uma via com pós-teste de Bonferroni. [P = 0,0143]. O grupo IV apresentou menor 

taxa de discriminação para o novo objeto em relação ao grupo SE [P = 0,0100]. 
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Fig. 4. MWM.  Fig. 4A Velocidade média. Os animais foram tratados com veículo 

(Tween 20 + Saline 0,9%) a 3% ou tratados com EECL100 mg / kg. Os animais não 

apresentaram comprometimento motor de acordo com a ANOVA one-way [p = 

0,5436]. Fig. 3B. Fase de treinamento. O tempo de latência para encontrar a 

plataforma oculta durante os oito dias de testes de treinamento de MWM foi reduzido 

nos grupos experimentais SV,SE, IE, [P <0,0001], entretanto os animais Isquemia 

veículo tiveram maior latência. Fig. 3C. Probe. A ANOVA de duas vias com post hoc 

de Bonferroni mostrou que os animais isquemia veículo passaram menor tempo no 

quadrante alvo indicando um prejuízo na memoria espacial. 

 

Fig. 5. O EECL reduziu a expressão da proteína GFAP por análise quantitativa da 

expressão de GFAP. O resultado foi significativo [P = 0,0458], embora nas 

comparações múltiplas com Bonferroni post hoc, não tenha havido uma comparação 

significativa entre os gupos isquemia [P = 0,0921].  

 

Fig. 6. A EECL reduziu a morte neuronal. Representação dos grupos isquemia 

veículo e extrato através da técnica de imunofluorescência com marcação com o 

anticorpo NeuN no hipocampo esquerdo (HE) de animais submetidos à isquemia 

cerebral. 
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