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As antocianinas (ANT) são fitonutrientes com propriedades antioxidantes e neuroprotetoras. 

Neste contexto, este estudo buscou evidências de um possível efeito protetor das ANT em 

modelos de neuroinflamação e desmielinização em roedores. Ratos foram submetidos a 

desmielinização experimental pela administração de brometo de etídio (BE, 0,1% em salina, 10 

µL) intra-pontine. Além disso um experimento in vitro foi conduzido para verificar se as ANT (1-

100 µg/mL) são capazes de reduzir o estresse oxidativo e nitrosativo na ponte de ratos expostos a 

peróxido de hidrogênio (H2O2, 4 mM) e nitroprussiato de sódio (NPS, 1 mM). Camundongos 

C57BL6 foram submetidos a neuroinflamação pela administração aguda de lipopolissacarídeo 

(LPS 250 µg/kg, 5 mL/kg, em salina) intraperitonealmente. As doses de ANT para ambos os 

protocolos foram de 30 e 100 mg/kg (via oral, gavagem, em salina). As ANT foram capazes de 

neutralizar as espécies reativas induzidas pelo H2O2 e pelo NPS reduzindo o conteúdo de 

malondialdeído, proteína carbonil e nitritos e nitratos (NOx). Em relação ao modelo de 

desmielinização tóxica, as ANT provenientes da casca da uva foram administradas durante 7 dias 

a partir da injeção de BE. No sétimo dia os animais foram submetidos a eutanásia. Pode-se 

observar um efeito protetor das ANT sobre o aumento nos marcadores de estresse oxidativo: 

malondialdeído, proteína carbonil e NOx. ANT protegeram também a redução na atividade da 

enzima superóxido dismutase e no conteúdo de tióis não proteícos e glutationa reduzida. Uma 

correlação negativa mostrou um aumento nos marcadores de estresse oxidativo e uma redução na 

atividade das enzimas Na+,K+-ATPase e Ca2+-ATPase. As ANT restabeleceram a atividade das 

bombas iônicas. As ANT também reduziram o aumento de interleucinas (IL)-1β, IL-6, fator de 

necrose tumoral (TNF)-α e interferon (INF)-γ induzidos pelo BE. As ANT suprimiram o infiltrado 

inflamatório local, a presença de neutrófilos e reduziram a área de desmielinização. Em relação ao 

modelo de neuroinflamação, o pré-tratamento durante dez dias com ANT provenientes do mirtilo 

preveniram a piora na memória induzido pelo LPS administrado pós-treino. ANT preveniram 

também o aumento do conteúdo de malondialdeído, proteína carbonil e NOx no córtex cerebral e 

no hipocampo 4 e 24 horas pós-administração de LPS. ANT não mostraram efeito protetor sobre a 

redução na atividade da enzima Na+,K+-ATPase, mas foram capazes de suprimir o processo 

inflamatório e a presença de neutrófilos, bem como a imunoreatividade microglial para CD11b no 

hipocampo 24 horas pós administração de LPS. A desmielinização e a neuroinflamação não foram 

capazes de induzir morte significativa de neurônios da ponte e do hipocampo, mas sim alterar a 

morfologia destas células. ANT foram capazes de prevenir este efeito. Estes resultados sugerem 

que as ANT podem atuar como coadjuvantes no tratamento de doenças caraterizadas por 

episódios de neuroinflamação e desmielinização, dentre estas se destaca a Esclerose Múltipla. 

 

Palavras-chave: Desmielinização. Neuroinflamação. Antocianinas. Bombas iônicas. Estresse 

oxidativo. Roedores. 
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DEMYELINATION AND NEUROINFLAMMATION IN RODENTS  
AUTHOR: FABIANO BARBOSA CARVALHO 

ADVISOR: CINTHIA MELAZZO DE ANDRADE 

CO-ADVISOR: JESSIÉ MARTINS GUTIERRES 
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Anthocyanins (ANT) are phytonutrients with antioxidant and neuroprotective properties. In 

this context, this study sought evidence of a possible protective effect of ANT on models of 

demyelination and neuroinflammation in rodents. Rats were submitted to the experimental 

demyelination by ethidium bromide injection (EB, 0.1% in saline, 10 µL) in the pons. In 

addition, an in vitro experiment was conducted to check whether ANT (1-100 µg/mL) are 

able to reduce the oxidative and nitrosative stress in pons of rats exposed to hydrogen 

peroxide (H2O2, 4 mM) and sodium nitroprusside (NPS, 1 mM). C57BL6 mice were 

subjected to neuroinflammation by acute administration lipopolysaccharide (LPS 250 µg/kg, 

5 mL/kg, in saline) intraperitoneally. ANT doses in both protocols were 30 and 100 mg/kg 

(via oral by gavage, vehicle saline). The ANT were able to neutralize the reactive species 

induced by H2O2 and by NPS reducing the malondialdehyde, protein carbonyl and nitrites and 

nitrates (NOx) contents. In relation to the model of toxic demyelination, ANT obtained from 

grape skins were administered during 7 days from the BE injection. On the seventh day the 

animals were euthanized. It can be seen a protective effect of ANT on the increase in 

oxidative stress markers: malondialdehyde, carbonyl protein and NOx levels. ANT also 

protected the reduction in superoxide dismutase activity and the NPSH / GSH content. A 

negative correlation showed an increase in markers of oxidative stress and the reduction in 

activity of the enzymes Na
+
, K

+
-ATPase and Ca

2+
-ATPase. ANT restored the activity of ions 

pumps. In parallel, ANT reduced the increase in interleukin (IL)-1β, IL-6, tumoral necrosis 

factor (TNF)-α and interferon (INF)-γ induced by the EB. ANT suppressed the local 

inflammatory infiltrate, the presence of neutrophils and reduced demyelination area. In 

relation to neuroinflammation model, the pretreatment ten days with ANT from blueberry 

prevented the memory loss induced by LPS administered post-training. ANT also prevented 

the increased in the malondialdehyde, carbonyl protein and NOx levels 4 and 24 hours post-

LPS administration in the cerebral cortex and hippocampus. ANT not prevented the reduction 

in the Na
+
, K

+
-ATPase activity but were able to suppress the neutrophil infiltration and 

microglial immunoreactivity in the hippocampus 24 hours after LPS administration. The 

neuroinflammation and demyelination were not able to induce significant neuronal death but 

alter the morphology of these cells. ANT were able to prevent this effect. These results 

suggest that ANT can act as adjuvants in the treatment of diseases characterized by 

neuroinflammation and demyelination episodes, among them stands out Multiple Sclerosis. 

 

Keywords: Demyelination. Neuroinflammation. Anthocyanins. Ionic pumps. Oxidative 

stress. Rodents. 
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APRESENTAÇÃO 

 

 

Os resultados que fazem parte desta tese estão apresentados sob a forma de artigo I e 

manuscrito I. As seções Materiais e Métodos, Resultados, Discussão e Referências 

encontram-se no próprio artigo e manuscrito e representam a íntegra de seu respectivo estudo. 

Após a seção de Resultados, pode-se encontrar os itens Discussão e Conclusão. Estas 

seções apresentam interpretações e comentários gerais sobre o manuscrito e o artigo contido 

neste trabalho. As Referências Bibliográficas referem-se somente às citações que aparecem 

nos itens Introdução, Discussão e Conclusão desta tese. 

Ao término da Tese encontra-se um apêndice que refere-se aos resultados preliminares 

obtidos durante a execução do doutoramento sanduíche no Centro de Neurociências e 

Biologia Celular da Universidade de Coimbra, em Portugal. 

 

 

 





 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 INTRODUÇÃO 

 
 





 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 Polifenóis e Flavonóides: uma breve revisão 

 

 

Os compostos fenólicos são substâncias naturalmente encontradas em plantas e se 

caracterizam por possuírem uma hidroxila ou mais ligadas a um anel aromático. Estas 

substâncias são provenientes do metabolismo secundário de aminoácidos aromáticos, dentre 

estes a tirosina e fenilalanina; e glicídeos, pela formação de malonil-CoA que ocorre nos 

vegetais. Devido a grande variedade de compostos fenólicos identificados, estes foram 

divididos em diferentes classes e dentre elas se destaca a classe dos flavonóides (YOSHIDA; 

HATANO; ITO, 2000; YOSHIMURA, 2014). 

Os flavonóides são, portanto, compostos fenólicos e apresentam em sua estrutura 

química 15 átomos de carbono (C) em seu núcleo básico arranjados na configuração C6-C3-

C6, ou seja, dois anéis aromáticos são unidos por uma estrutura de 3 carbonos. Estes 3 átomos 

de carbono podem formar um terceiro anel ou ainda ligarem-se a vários substituintes 

(AHERNE; O'BRIEN, 2002; SPENCER, 2008). A figura 1 demonstra o 2-fenilcromano, 

núcleo base dos flavonóides, e esta classe pode ser dividida em seis subgrupos com base na 

extensão da oxidação do anel C, no padrão de hidroxilação da estrutura do anel e na 

substituição da posição do grupo C-3- (figura 1). 

 

 

 

Figura 1 – Núcleo fundamental dos flavonóides e sua numeração 

Fonte: Adaptado de (SPENCER, 2008). 
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Os flavonóides foram descritos pela primeira vez no ano de 1664 pelo pesquisador 

Robert Boyle. Em suma, verificou-se nesta experiência uma mudança na coloração do licor de 

violeta após a adição de algumas gotas de vinagre. Boyle percebeu que o licor apresentava 

tonalidade vermelha em meio ácido; e tonalidade verde em meio básico. Desta forma foi 

descoberto o efeito de compostos ácidos e básicos sobre a pigmentação de extratos 

provenientes de flores. Tal evento proporcionou a criação dos primeiros indicadores de pH em 

papel e solução (TERCI; ROSSI, 2002). Desde a sua descoberta, mais de 4.000 flavonóides já 

foram isolados e identificados em alimentos de origem vegetal; e estes compostos, 

comumente desconhecidos para a população em geral, sempre estiveram presentes na vida e 

na história da humaninade. Estima-se que populações de países europeus, por exemplo, 

consumam em média 1g diária de flavonóides (RUSAK; GUTZEIL; MÜLLER, 2005). 

Representando um dos fatores de estilo de vida mais importantes, a dieta pode 

influenciar consideravelmente a qualidade de vida bem como a incidência e o aparecimento 

de doenças cardiovasculares e neurodegenerativas (SPENCER et al., 2012; WILLIAMS; 

SPENCER, 2012; RODRIGUEZ-MATEOS et al., 2013; MACREADY et al., 2014). 

Curiosamente, esta associação já havia sido feita a muitos anos atrás, mais precisamente nos 

anos entre 460-370 A.C. Hipócrates, considerado o pai da medicina, em um de seus relatos 

deixa para história uma de suas célebres frases “...deixe o alimento ser o seu remédio e o 

remédio seu alimento”. 

De fato, uma combinação de estudos pré-clínicos e dados epidemiológicos sugerem 

que uma dieta equilibrada associada a um consumo frequente de flavonóides podem ser 

eficazes na prevenção de inúmeras condições patológicas, incluindo doenças 

neurodegenerativas e na piora do desempenho cognitivo associado à idade (SPENCER; 

VAUZOUR; RENDEIRO, 2009; MACREADY et al., 2010; RENDEIRO et al., 2012; 

WILLIAMS; SPENCER, 2012; VAUZOUR, 2014). Em virtude destes achados, uma 

associação direta entre consumo de flavonóides e a melhora na saúde neurológica tornou-se 

um importante assunto a ser investigado. Além disso, uma possível prevenção de doenças 

através de uma alimentação saudável pode ser uma importante ferramenta contribuindo na 

melhora da saúde e qualidade de vida da humanidade. 

O potencial de flavonóides para melhorar as funções neurológicas parece estar 

relacionado com a sua capacidade de interagir com vias de sinalização de sobrevivência 

neuronal e glial, de melhorar o aporte de oxigênio e nutrientes através da regulação do sistema 

vascular cerebral e periférico, e de reduzir os danos e perdas neuronais induzidas por várias 
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espécies neurotóxicas e inflamatórias (SPENCER; VAUZOUR; RENDEIRO, 2009; 

SPENCER et al., 2012; WILLIAMS; SPENCER, 2012). 

Willians e Spencer (2012) fizeram um levantamento sobre a atividade dos flavonóides 

e/ou seus metabólitos sobre processos biológicos envolvendo a neuroproteção e a 

sobrevivência celular. Nesta revisão foi demonstrado que os flavonóides podem regular 

inúmeros processos fisiológicos distintos, nos quais se incluem: interações em vias de 

sinalização entre neurônio-glia, aumento na atividade e na sobrevivência neuronal, aumento 

na atividade de enzimas antioxidantes, aumento na expressão de proteínas neuronais 

envolvidas na plasticidade sináptica e no reparo neuronal, aumento do fluxo sanguíneo 

cerebral, dentre outros (WILLIAMS; SPENCER, 2012). As possíveis interações nas vias de 

sinalização intracelular e sua influência sobre a prevenção da neurodegeneração e do 

envelhecimento bem como na melhora da memória e cognição podem ser vistas mais 

detalhadamente na figura 2. Primeiramente, a inibição das vias ativadas pelas proteínas 

MAPKs (proteínas cinases ativadas por mitógenos), especialmente a cinase reguladora de 

sinal apoptótico (ASK-1), cinase c-Jun N-terminal (JNK 1/2/3), cinase ativada por mitógeno-

p38 (p38) promovem uma redução na atividade e expressão da óxido nítrico sintase induzível 

(iNOS) e nos níveis de óxido nítrico (NO) (WILLIAMS; SPENCER, 2012). Em paralelo, uma 

supressão destas mesmas vias contribui para uma redução na relação Bad/Bcl (família de 

proteínas associadas com a morte celular) e na redução da ativação de caspases (um grupo de 

proteases indutoras da apoptose celular). Por estes mecanismos os flavonóides podem reduzir 

a neuroinflamação e contribuir para proteção da vialibidade neuronal. Como produto final 

destas vias há uma prevenção contra os efeitos deletérios da neurodegeneração e do 

envelhecimento cerebral (figura 2).  

Dentre os demais alvos moleculares ativados pelos flavonóides também se encontram 

a proteína cinase regulada por sinais extracelulares (ERK1/2) e a Akt (também conhecida 

como proteína cinase B, PKB). Estas cinases promovem um aumento na fosforilação da 

proteína ligante ao elemento de resposta ao AMP cíclico (CREB) e um aumento na atividade 

da óxido nítrico sintase endotelial (eNOS), os quais promovem um aumento do fator 

neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) e ativação do fator respiratório nuclear (NRF, 

envolvido na regulação de genes metabólicos que controlam a respiração celular), Arc 

(activity-regulated cytoskeleton-associated protein), mTOR (Mammalian Target of 

Rapamycin) e fator de crescimento endotelial vascula-β (VEGF-β). Estas moléculas 

sinalizadoras preservam a morfologia neuronal, melhoram as funções metabólicas e o fluxo 

http://biomedj.org/article.asp?issn=2319-4170;year=2013;volume=36;issue=2;spage=40;epage=50;aulast=Wong
http://biomedj.org/article.asp?issn=2319-4170;year=2013;volume=36;issue=2;spage=40;epage=50;aulast=Wong
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sanguíneo cerebral. Como resultado da ativação destas vias, há uma melhora da memória e da 

cognição (figura 2). 

 

 

 

Figura 2 – Mecanismos de ação dos flavonóides sobre vias de sinalização e de sobrevivência 

neuronal e sobre a performance cognitiva 

Fonte: Adaptado (WILLIAMS; SPENCER, 2012). 

 

 

Como visto anteriormente, a capacidade dos flavonóides em influenciar diversas 

funções vitais no sistema nervoso e isto dependerá, de certa forma, da sua acessibilidade para 

o cérebro através da barreira hematoencefálica. Evidências apontam a capacidade de 

flavonóides e/ou seus metabólitos em atravessar a barreira hematoencefálica e, atualmente, 

existem uma grande variedade de estudos científicos in vitro e em diferentes modelos animais 

demonstrando a presença de flavonóides nas mais diversas estruturas encefálicas (YOUDIM 

et al., 2003; YOUDIM et al., 2004; FARIA et al., 2011; FARIA et al., 2014; FERRI et al., 

2015). Dentre os flavonóides capazes de atravessar a barreira hematoencefálica e com grande 

potencial neuroprotetor se destacam a classe das antocianinas. Estas já foram detectadas em 

diferentes estruturas encefálicas de roedores e de suínos (ANDRES-LACUEVA et al., 2005; 
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PASSAMONTI et al., 2005; KALT et al., 2008) e têm sido apontadas como promissores 

agentes coadjuvantes úteis contra patologias que acometem o sistema nervoso 

(ZAFRA-STONE et al., 2007; DEL RIO; BORGES; CROZIER, 2010; TSUDA, 2012). 

 

 

1.2 Antocianinas: Estrutura química e propriedades biológicas 

 

 

O termo antocianinas foi apresentado primeiramente por Ludwig Marquart no ano de 

1835 na sua obra entitulada Die Farben der Bluthen (do alemão, As Cores das Flores). 

Antocianina deriva-se das palavras gregas anthos (flor) e kyans (azul) e foi utilizada para 

indicar de maneira ampla uma família de pigmentos naturais, independente do tom de sua 

coloração (WHITING, 2001). Em virtude de sua capacidade de atuar como corante, as 

antocianinas são amplamente utilizadas na indústria de alimentos. De fato, uma das 

prerrogativas de seu uso como corante baseia-se no fato de que a humanidade está muito bem 

adaptada ao consumo diário destes compostos, uma vez que as antocianinas fazem parte da 

dieta do homem há milhares de anos. Também, a substituição de produtos químicos artificiais 

por um antioxidante natural é visto com bons olhos pelos profissionais da saúde e pela 

população em geral (GUPTA; PRAKASH, 2014; KOZLOWSKA; SZOSTAK-WEGIEREK, 

2014; LASEKAN, 2014; SANTOS-BUELGA; MATEUS; DE FREITAS, 2014; VAN 

HUNG, 2014). 

As antocianinas apresentam-se na forma de glicosídeos, no qual uma molécula de 

antocianidina está acoplada a um açúcar. A parte deste pigmento que se apresenta na forma 

livre de açúcar, genericamente conhecida como aglicona, é denominada antocianidina 

(TSUDA, 2012). Embora o papel das antocianinas como um fator alimentar funcional 

permanece relativamente menos estabelecido que o de outros flavonóides, um progresso tem 

sido feito em nível molecular nos últimos anos (TSUDA, 2012).  

Na natureza, existe uma enorme variedade de antocianinas e a principal diferença 

estrutural está relacionada ao número de radicais hidroxilados, a natureza, o número de 

açúcares e a posição em que estes encontram-se ligados (KONG et al., 2003). Já foram 

descritos aproximadamente 500 tipos de antocianinas e 23 tipos de antocianidinas diferentes, 

sendo mais frequentemente encontradas a cianidina, delfinidina e malvinidina (KONG et al., 

2003; ANDERSEN; MARKHAM, 2006). A figura 3 mostra a estrutura química geral das 

antocianidinas bem como as possíveis variações dos grupos radicais (R1 e/ou R2) por H, OH 
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e/ou OCH3. A glicona (denominada a parte açúcar) se liga a antocianidina na posição (ou 

carbono) 3 formando um heteromonosídeo. No caso de heteropoliosídeos (2 açúcares) as 

ligações podem ocorrer nas posições 3 e 5 ou 3 e 7 (Figura 3). 

 

 

 

 

R1 R2 ABREVIAÇÃO COR ANTOCIANIDINA 

H H Pg Não 

reportado 
Pelargonidina 

OH H Cy Laranja / 

Vermelho 
Cianidina 

OCH3 H Pn Larajna / 

Vermelho 
Peonidina 

OH OH Dp Azul / 

Vermelho 
Delfinidina 

OCH3 OH Pt Azul / 

Vermelho 
Petunidina 

OCH3 OCH3 Mv Azul / 

Vermelho 
Malvinidia 

 

Figura 3 – Estrutura química geral das principais antocianidinas 

Fonte: Adaptado de (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009; TSUDA, 2012). 

 

 

As antocianinas são obtidas dos alimentos na forma glicosilada, ou seja, com um 

açúcar ligado a sua estrutura. A maior parte de sua absorção ocorre no estômago e um dos 

fatores que favorece a rápida absorção é a presença de transportadores bilitranslocases 

(PASSAMONTI; VRHOVSEK; MATTIVI, 2002; PASSAMONTI et al., 2003). Em relação 

ao intestino, sabe-se que este órgão apresenta uma capacidade menor na absorção das 

antocianinas e o mecanismo de transporte através da membrana celular se dá pela ação dos 

transportadores de glicose 1 e 2 (GLUT-1 e GLUT-2) (HOLLMAN et al., 1999; FARIA et al., 

2009; ZOU et al., 2014). 

3 5 

7 
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McGhie e Walton (2007) fizeram um estudo sobre a biodisponibilidade de diferentes 

antocianinas em diferentes espécies animais (MCGHIE; WALTON, 2007). Os achados em 

geral pontuaram uma concentração máxima plasmática para as antocianinas na primeira hora 

pós-consumo. Mais detalhes desta revisão podem ser visualizadas na tabela 1. 

 

 

Tabela 1 – Estudos de biodisponibilidade das antocianinas 

Espécie Fonte de 

Antocianinas 

Dose 

(por kg de peso 

corporal 

Concentração 

Máxima 

Plasmática 

Cmax 

Tempo 

p/ Cmax 

Referência 

Rato Bilberry 400 mg/kg 2 a 3 µg/mL 0,25h (MORAZZONI 

et al., 1991) 

Rato Eldelberry 360 mg/kg 3,8 µmol/L 0,25h (MIYAZAWA 

et al., 1999) 

Rato Blackcurrant 100 mg/kg 

(Dp-3- glicosídeo) 

0,4 µmol/L 0,25h (ICHIYANAGI 

et al., 2004) 

Coelho Blackcurrant 117 mg/kg 780 ɳg/mL 0,5h (NIELSEN et 

al., 2003) 

  53 mg/kg 450 ɳg/mL 0,5h (NIELSEN et 

al., 2003) 

 

Humana Blueberry 1200 mg (total) 0,029 µmol/L 4h (MAZZA et al., 

2002) 

Humana Elderberry 720 mg (total) 0,097 µmol/L 1,2h (MILBURY et 

al., 2002) 

Humana Suco de uva 

(400mL) 

284 mg (total) 100 ɳg/mL 0,5h (FRANK et al., 

2003) 

Humana Vinho tinto 

(400mL) 

180 mg (total) 43 ɳg/mL 1,5h (FRANK et al., 

2003) 

 

Traduções: Blueberry (mirtilo proveniente das Américas); Bilberry (mirtilo de origem Européia); Blackcurrant 

(cassis ou groselha-negra do norte europeu); Elderberry (fruto proveniente do Sabumcus, popularmente 

conhecido como sabugueiro). 

Fonte: Adaptado de (MCGHIE; WALTON, 2007). 

 

 

Em relação às concentrações encefálicas, Kalt & Blunberg (2008) realizaram um 

estudo de biodisponibilidade de diferentes antocianinas em porcos. Segundo os autores, este é 

o modelo mais adequado para avaliar a capacidade de absorção digestiva humana. Os animais 

foram alimentados com 0, 1, 2 ou 4 % de mirtilo (% em relação a consumo da dieta 

convencional) por 4 semanas. Após este período, 11 diferentes antocianinas foram detectadas 

no córtex cerebral, cerebelo e diencéfalo. As concentrações variaram de 0,279 ɳmol/g de 

tecido para o cortex cerebral e 0,432 nmol/g de tecido para o diencéfalo (KALT et al., 2008). 

Em outro estudo, Talavera e colaboradores (2005) alimentaram ratos com uma dieta 

enriquecida com blackberry (Rubus fruticosus L.) durante 15 dias e foi notado no encéfalo um 

conteúdo de cianidina-3-glicosídeo aproximado de 0,21 ± 0,05 ɳmol/g de tecido, 
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concentrações estas mais elevadas que as plasmáticas (0,15 ± 0,02 ɳmol/mL de plasma). 

Além disso, cianidina-3-glicosídeo mostrou-se a antocianina mais proeminente nos tecidos 

analisados, correspondendo um total de 84% das antocianinas totais investigadas 

(TALAVERA et al., 2005). 

Dentre as primeiras propriedades biológicas descritas para as antocianinas destaca-se a 

sua capacidade de neutralizar espécies reativas de oxigênio (EROs) e nitrogênio (ERNs) 

impedindo a oxidação e nitrosação de moléculas biológicas (BAGCHI et al., 1998; SHU 

et al., 2002; CHO et al., 2003). Em seguida, no ano de 2006, um dos primeiros relatos de um 

efeito neuroprotetor das antocianinas em potencial estava voltado para a isquemia cerebral. 

Tal efeito observado in vitro em células PC12 as quais são derivadas de uma linhagem de 

feocromocitoma e que exibem características semelhantes a de neurônios. Estas células foram 

submetidas a privação de glicose e de oxigênio (OGD), um modelo para isquemia in vitro, e 

num modelo de isquemia cerebral global em ratos (KANG et al., 2006). Mesmo sem um 

mecanismo traçado, Kang e colaboradores (2006) verificaram que a cianidina-3-O-β-d-

glucopiranosídeo isolada da mulberry, fruta semelhante a amora brasileira, reduziu a morte de 

células PC12 e de populações neuronais em ratos frente a OGD. Adicionalmente, Min e 

colaboradores (2011) mostraram que 2 mg/kg de antocianinas é capaz de melhorar o escore de 

desabilidades motoras apresentado pelos roedores, reduzir a área do infarto e também 

aumentar a atividade de enzimas antioxidantes (MIN et al., 2011). Estes achados apontaram 

uma perspectiva promissora das antocianinas em potencial para processos isquêmicos, no 

entanto evidências sobre mecanismos de ação das antocianinas ainda permanecem escassos no 

meio científico. 

Na última década, as antocianinas ganharam uma maior repercussão no meio 

científico. Apontadas como agentes nootrópicos, uma classe de compostos que aumentam 

o desempenho cognitivo no ser humano, as antocianinas foram capazes de melhorar a 

memória e cognição tanto em ratos quanto em humanos idosos (ANDRES-LACUEVA et al., 

2005; RAMIREZ et al., 2005; WILLIAMS et al., 2008; GUTIERRES et al., 2012). Em 

paralelo, novas evidências da proteção das antocianinas perante modelos experimentais de 

doenças neurodegenerativas começaram a surgir. Dentre estes destacam-se estudos voltados a 

modelos experimentais para déficits cognitivos associados a piora na sinalização colinérgica 

(com uso de escopolamina, um antagonista não seletivo para receptores muscarínico) 

(GUTIERRES et al., 2012; GUTIERRES et al., 2014a), na doença de Alzheimer (DARVESH 

et al., 2010; SHIH et al., 2010; QIN; ZHANG; QIN, 2013; VEPSALAINEN et al., 2013; 

GUTIERRES et al., 2014b) e na doença de Parkinson (KIM et al., 2010; STRATHEARN 



37 

 

et al., 2014). No entanto, trabalhos utilizando modelos experimentais para esclerose múltipla 

ainda permanecem ausentes na literatura. 

Enquanto os mecanismos de proteção envolvidos nos benefícios das antocianinas para 

a saúde permanecem desconhecidos, algumas evidências recentes mostraram que as 

antocianinas atuam em vias de sinalização pró-inflamatórias e anti-apoptóticas. Como descrito 

por Poulose e colaboradores (2012), estes compostos foram eficazes em previnir o aumento 

na produção de óxido nítrico (NO), reduzir a expressão das enzimas iNOS, isoforma que atua 

principalmente mediante processos patológicos; e ciclo-oxigenase-2 (COX-2), envolvida na 

produção de prostanóides da inflamação. Em paralelo, também foi verificado neste mesmo 

estudo uma redução na produção de fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), citocina indutora 

de apoptose e mediadora de inúmeras ações pró-inflamatórias; e da fosforilação do fator 

nuclear kappa B (NF-kB) em cultura de células microgliais (POULOSE et al., 2012). 

Em seguida, outro estudo reportou que concentrações acima de 10 µg/mL de 

antocianinas são capazes de reduzir a translocação do NF-kB para o núcleo e, desta forma, 

suprimir a transcrição de RNA mensageiros para IL-1B em macrófagos expostos ao 

lipopolissacarídeo (LPS) (LEE et al., 2014). 

Na tabela 2 pode ser encontrada uma revisão global sobre demais alvos moleculares 

nos quais as antocianinas atuam em diferentes modelos de neurotoxicidade.  

 

 

Tabela 2 – Revisão geral sobre evidências neuroprotetoras das antocianinas na última década: 

possíveis alvos moleculares 

Referência 

(autor, ano) 

Concentração ou dose 

de antocianinas 

Modelo 

experimental 

utilizado 

Neuroproteção e possiveis alvos 

moleculares envolvidos 

    

(SHIN; PARK; 

KIM, 2006) 

300 mg/kg antocianinas 

totais  

Ratos submetidos 

a MCAo 

Redução área de infarto e número de 

células mortas. Antocianinas previnem 

o aumento na fosforilação da JNK e da 

p53 induzidas pela MCAo. 

 

(WILLIAMS, C. 

M. et al., 2008) 

Antocianinas totais 

purificadas da casca da 

fruta blueberry. Dose 

correspondente a 2% da 

dieta. 

 

Ratos jovens (6 

meses) e idosos 

(18 meses).  

Uma hora pós-administração os níveis 

cerebrais foram quantificados 

próximos a 150 ɳmol/mg tecido. 

Antocianinas preveniram a redução na 

fosforilação da CREB e no conteúdo 

de BDNF induzido pelo 

envelhecimento. O mesmo efeito foi 

observado para a fosforilação da 

ERK1/2 e AKT. 
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(BHUIYAN et al., 

2012) 

5-10 µg/mL de 

antocianinas 

provenientes do Korean 

Black Soybean e 10-20 

µM de Cianidina-3-

glicosídeo 

Cultura de 

neurônios corticais 

submetidos a OGD 

e a 

excitotoxicidade 

induzida por 

glutamato  

Antocianinas totais e cianidina-3-

glicosídeo são capazes de restaurar a 

função mitocondrial, previnir a piora 

no potencial de membrana, impedir a 

morte neuronal e a produção de EROs 

em neurônios. 

    

(POULOSE et al., 

2012) 

Antocianinas 

provenientes do açaí 

utilizadas numa 

concentração entre 50-

1.000 µg/mL 

Insultos com 

metanol e LPS em 

cultura de células 

microglials (BV-2) 

Concentrações acima de 125 µg/mL de 

antocianinas previnem o aumento na 

síntese de NO, reduzem a expressão da 

iNOS, do conteúdo de TNF-α. Foram 

observados também redução na 

ativação da p-38, da fosforilação do 

NF-kB e da expressão da COX-2. 

 

(ALI SHAH et al., 

2013) 

Antocianinas 

purificadas da Korean 

Black Soybean na 

concentração de 0,1 

mg/mL 

Cultura de 

neurônios 

expostos a etanol 

Antocianinas reduzem os níveis de 

proteínas pró-apoptóticas ativadas pelo 

etanol como a Bax e caspase-3. Em 

contrapartida, aumentam o conteúdo 

da proteína anti-apoptótica Bcl-2, e 

também restabelecem os níveis 

reduzidos de GABA1R e da CaMKII 

fosforilada induzidos pelo etanol.  

    

(SHAH; YOON; 

KIM, 2014) 

Antocianinas 

provenientes do Black 

bean na dose de 100 

mg/kg 

Ratos filhotes (7 

dias de idade) 

submetidos a 

neurotoxicidade 

por etanol 

Antocianinas revertem a redução na 

expressão e na fosforilação de 

receptores AMPA induzido pelo 

etanol. Também revertem a redução na 

expressão de receptores GABAB1 e a 

redução na fosforilação da CREB 

induzidos pelo etanol. Adicionalmente, 

revertem aumento na fosforilação da 

JNK, NF-kB e na expressão da COX-2 

induzidos pelo etanol. Em paralelo, 

reduzem per se a fosforilação da JNK 

e do NF-kB. Antocianinas reduzem o 

aumento do citocromo-c, caspase 3 e 9 

e aumentam a fosforilação da PI3K, 

AKT e GSK3-B, os quais foram 

reduzidos pelo etanol. 

 

(LEE, S. G. et al., 

2014) 

Antocianinas 

provenientes da 

Blueberry, da 

Blackberry e do 

Blackcurrant. 

Concentrações entre  

0-20 µg/mL 

Cultura de 

macrófagos 

expostos a LPS 

(100 ɳg/mL) 

LPS promove um aumento na 

expressão de IL-1β e TNF-α. 

Concentrações acima de 10 µg/mL de 

antocianinas reduzem a expressão de 

IL-1β e TNF-α. Foi observado também 

que as antocianinas reduzem a 

translocação do NF-kB para o núcleo. 

    

(TAN et al., 2014) Blueberry (200 mg/kg) 

e cianidina-3-

Camundongos tipo 

SAMP8 tratados 

Impedem a piora congitiva de animais 

idosos e aumentam a foforilação da 
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galactosídeo (50 mg/kg) com blueberry ou 

C-3-galactosideo  

ERK1/2 em animais com senescência 

acelerada. 

 

(ULLAH; PARK; 

KIM, 2014) 

Antocianinas extraídas 

da Korean Black bean 

na concentração de 0,2 

mg/mL 

Neurônios de 

hipocampo 

expostos a 

excitotoxicidade 

induzida por ácido 

kaínico (100 µM) 

Após 2 horas de estímulo com ácido 

kaínico, as antocianinas impedem o 

aumento do conteúdo de caspase-3 e 

da proteína Bax. Em paralelo, 

antocianinas previnem a redução no 

conteúdo de Bcl-2 e o aumento no 

conteúdo de citocromo-c. Também 

reduzem o aumento na fosforilação da 

AMPK alfa induzido pelo ácido 

kaínico.  

 

(SKEMIENE; 

LIOBIKAS; 

BORUTAITE, 

2015) 

(SKEMIENE et 

al., 2013) 

Delfinidina-3-glicosídeo 

Cianidina-3-glicosídeo 

Petunidina-3-glicosídeo 

(20 µM) 

Ratos submetidos 

a isquemia 

cardíaca 

Embora estes estudos não sejam 

focados especialmente para o SNC, 

eles mostram as primeiras evidências 

de que as antocianinas atuam 

quimicamente sobe o citocromo-c. 

Nestes estudos foram reportados a sua 

capacidade em reduzir o citocromo-c. 

Sabe-se que a forma oxidada do 

citocromo-c está mais envolvida na 

ativação de caspases e na apoptose 

celular. Além disto, as antocianinas 

foram capazes de recuperar a função 

do complexo I da cadeia respiratória 

mitocondrial bem como restabelecer 

níveis de ATP que foram reduzidos 

pela isquemia.  

 

Abreviações: AKT (proteína cinase B); AMPA (Ácido alfa-Amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol Propiônico); 

AMPK (proteína cinase ativada por AMP cíclico); ATP (trifosfato de adenosina); CaMKII (proteína cinase 

dependente de Ca
2+

/Calmodulina); COX-2 (ciclooxigenase-2); CREB ( fator responsivo ao elemento AMP 

cíclico); ERK1/2 (cinase ativada por sinal extracelular); GABA (Ácido gama-aminobutírico); GSK-3 

(glicogênio sintase cinase 2); iNOS (óxido nítrico sintase induzivel); JNK (c-Jun N-terminal cinase); LPS 

(lipopolissacarídeo); MCAo (oclusão da artéria cerebral média); NF-kB (fator nuclear kappa B); NO (óxido 

nítrico); OGD (privação de glicose e oxigênio); p38 (um tipo de MAPK); PI3K (fosfatidil-inositol 3 cinase); 

SAMP8 (Senescence-accelerated mice 8); TNF-α (fator de necrose tumoral alfa). 

*Traduções: Blueberry (mirtilo proveniente das Américas); Bilberry (mirtilo de origem Européia); 

Blackberry (amoras silvestres), Black currant (cassis ou groselha-negra do norte europeu); Korean Black 

soybean (soja preta proveniente da Coréia); Black bean (feijão preto). 

 

 

Como observado acima, inúmeros fatores podem estar envolvidos na neuroproteção 

induzida pelas antocianinas. O bloqueio de vias pró-apoptóticas e inflamatórias tiveram maior 

repercussão nesta revisão; e estas vias se relacionam com a formação de espécies reativas, 

danos celulares e piora na homeostasia do SNC. Desta forma, a associação das propriedades 

antioxidantes das antocianinas com os efeitos sobre os alvos moleculares citados acima pode 
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contribuir impedindo a excitotoxicidade neuronal e o desenvolvimento de doenças de origem 

inflamatória e degenerativa.  

 

 

1.3 Antocianinas como alimentos funcionais e nutracêuticos 

 

 

Estimulado por cientistas do Ministério de Saúde e Bem Estar, em 1980 foi criado no 

Japão um conceito sobre o uso de alimentos para o bem estar e preservação da saúde. Este 

passo foi pioneiro e gerou uma grande repercussão no meio científico onde iniciou-se uma 

busca para uma maior compreensão sobre um alimento e seu impacto positivo na saúde de um 

indivíduo (HARDY, 2000; KALRA, 2003). 

Segundo a Resolução da Diretoria Colegiada (RDC) nº 18/99 da Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA), alimento funcional é definido como sendo aquele alimento 

ou ingrediente (composto bioativo) que, além das funções nutritivas básicas, quando 

consumido como parte da dieta usual, produza efeitos metabólicos e/ou fisiológicos e/ou 

efeitos benéficos à saúde, devendo ser seguro para consumo sem supervisão médica. Em 

contrapartida, o nutracêutico é definido como um suplemento alimentar onde o composto 

bioativo é apresentado na forma farmacêutica e, por isto, encontra-se numa forma mais 

concentrada. Esse composto bioativo está separado da matriz original e em doses que 

excedem aquelas que poderiam ser obtidas diretamente do alimento (ZEISEL, 1999; 

COZZOLINO, 2012). 

A relação entre os hábitos alimentares e o risco de doença apontam que a dieta reflete 

diretamente sobre a saúde humana. É aceito entre os mais diversos meios científicos que 

alimentos derivados de vegetais podem exercer alguns efeitos benéficos para a saúde e, em 

particular, sobre as doenças relacionadas com a idade (ESPIN; GARCIA-CONESA; 

TOMAS-BARBERAN, 2007). Por exemplo, à medida que a humanidade caminha para um 

aumento na expectativa de vida, doenças relacionadas à idade, dentre elas as cardiovasculares, 

neurodegenerativas, diabetes tipo II, e vários tipos de câncer começam a se expandir sobre a 

população. Este fato tem servido de estímulo a organizações de saúde ao redor do mundo para 

recomendar um aumento na ingestão de alimentos de origem vegetal a fim de melhorar nosso 

estado de saúde e também para retardar o desenvolvimento destas doenças (ESPIN; 

GARCIA-CONESA; TOMAS-BARBERAN, 2007; CHAUHAN; MEHLA, 2015). 
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Até agora, os benefícios das antocianinas para a saúde têm sido amplamente atribuídas 

às suas propriedades antioxidantes. No entanto, esforços recentes têm sido dirigidos para 

elucidar os mecanismos moleculares subjacentes de algumas das antocianinas para a saúde. 

Além disso, estudos focados em doenças neuroinflamatórias e desmielinizantes, dentre elas a 

esclerose múltipla (EM), ainda permanecem ausentes na literatura. 

 

 

1.4 Aspectos epidemiológicos sobre a Esclerose Múltipla 

 

 

A EM é uma doença crônico-progressiva caracterizada por desmielinização dos 

neurônios no SNC e SNP e é considerada uma das causas mais comuns de incapacitação 

neurológica crônica em adultos jovens (MOREIRA et al., 2000; KURSCHUS; WORTGE; 

WAISMAN, 2011). A incidência da EM é baixa em crianças, mas aumenta após os 18 anos 

de idade, atingindo um pico de incidência entre 20 e 40 anos, tornando-se raros os casos em 

idade acima de 50 anos. Além disto, mulheres costumam manifestar o desenvolvimento da 

doença 2-5 anos mais cedo que em homens (CONFAVREUX; VUKUSIC, 2006). Dados 

epidemiológicos da Sociedade Brasileira de EM revelaram que aproximadamente 35.000 

brasileiros sejam portadores desta patologia (MENDES et al., 2000; MOREIRA et al., 2000; 

TILBERY et al., 2000b). 

No Brasil, dados epidemiológicos mostram que a prevalência desta doença atinge de 

15 a 18 casos para 100.000 habitantes, sendo a maior incidência no sul do país. As taxas de 

incidência mais elevadas apresentadas pela região sul se relacionam com a alta proporção de 

imigrantes e descendentes de europeus, especialmente alemães e italianos. Um estudo 

realizado por Finkelsztejn e colaboradores (2014) relatou que a prevalência da EM na cidade 

de Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil, atinge números em torno de 27,2 casos para 

100.000 habitantes (FINKELSZTEJN et al., 2014). No entanto, a Europa assume a liderança 

nos casos de incidência mundial. Dados apontam que em toda a Europa, a taxa de prevalência 

de EM é de cerca de 83 para 100.000 habitantes, e a taxa de incidência média anual é de cerca 

de 4,3 casos para 100.000 habitantes. 

A EM ocorre com maior frequência em mulheres. Estes índices têm aumentado na 

proporção de 1,4 casos no sexo feminino/1 caso no masculino (ano de 1955) para 2,3 casos no 

sexo feminino/1 caso no masculino (ano 2000) (PUGLIATTI et al., 2006). Tal aumento da 

prevalência global em mulheres foi observado em estudos longitudinais e uma justificativa 
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plausível para explicar esse fenônemo é devido ao aumento da longevidade de pacientes com 

EM e os avanços no diagnóstico desta doença; e não devido a um aumento do risco global do 

sexo feminino para a EM (PUGLIATTI et al., 2006; KAMM; UITDEHAAG; POLMAN, 

2014). Embora seja uma doença incapacitante, a expectativa de vida em portadores desta 

doença é reduzida em apenas 7-10 anos (KAMM; UITDEHAAG; POLMAN, 2014). 

Uma visão global sobre os índices desta doença pode ser visto no mapa para a EM no 

mundo, publicado pela Organização Mundial da Saúde em 2008 (figura 4). 

 

 

 

Figura 4 – A geografia da Esclerose Múltipla: Prevalência para 100:000 habitantes 

Fonte: Adaptado de (WHO, 2008). 

 

 

1.5 A patofisiologia da Esclerose Múltipla: O importante papel dos axônios e da bainha 

de mielina 

 

 

Para compreender melhor a patofisiologia da EM, é necessário destacar algumas 

células do sistema nervoso, bem como a sua função. Os oligodendrócitos e as células de 

Schwann são as responsáveis pela produção da mielina no SNC e SNP, respectivamente. A 

mielina é uma substância lipídica e está presente na bainha de mielina, estrutura formada por 
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projeções do citoplasma de oligodendrócitos (figura 5A) e células de Schwann (figura 5B) 

que rodeiam os axônios dos neurônios. O revestimento destes axônios pela bainha de mielina 

permite que a condução do impulso nervoso ocorra de maneira saltatória, isto é, a 

despolarização das membranas e condução do potencial de ação dos axônios ocorrem somente 

em pequenas porções entre as bainhas de mielina. Estes sítios chamam-se nodos de Ranvier 

(ver figura 5). As fibras envoltas por mielina são chamadas precisamente mielínicas, enquanto 

que as fibras que não possuem um revestimento de mielina chamam-se fibras amielínicas e 

possuem uma condução de impulso mais lenta (LAZZARINI et al., 2004; BEAR; 

CONNORS; PARADISO, 2008). 

 

 

 

Figura 5 – Bainha de mielina em neurônios do sistema nervoso central (CNS) e sistema 

nervoso periférico (PNS). Na figura podem ser observados: neuron cell body (corpo celular do 

neurônio), oligodendrocyte (oligodendrócitos), perinodal astrocyte (astrócitos que fazem 

comunicação com os neurônios na região dos nodos de Ranvier), Nodes (Nodos de Ranvier), 

Schwann cell (células de Schwann), internode (espaço entre os nodos de Ranvier que é 

composto pela bainha de mielina) 

Fonte: Retirada da obra de (POLIAK; PELES, 2003). 
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De fato, o processo de formação de mielina faz parte de um dos maiores passos da 

evolução dos vertebrados, uma vez que permite a transmissão do impulso nervoso de forma 

rápida e eficiente integrando funções sensoriais, motoras e cognitivas (LAZZARINI et al., 

2004; BEAR; CONNORS; PARADISO, 2008; YEUNG et al., 2014). 

Na figura 6 pode ser observado o axônio (axon) de um neurônio (neuron) revestivo 

pela bainha de mielina (myelin sheath), a qual é formada pelo oligodendrócito ou celula 

oligodendroglial (oligodendroglial cell). Pode-se observar uma representação da infiltração de 

uma célula T (T cell) que atravessa a barreira hematoencefálica (blood-brain berrier) para o 

SNC. As células T em ação conjunta aos macrófagos, ou células apresentadoras de antígenos 

(APC), dão início a eventos biológicos que resultam na liberação de mediadores pró-

inflamatórios, produção de espécies reativas e liberação de glutamato. O somatório destas 

reações culminam em neurotoxicidade e danos sobre os oligodendrócitos e, em seguida, no 

axônio dos neurônios (STEINMAN; ZAMVIL, 2003). A perda da mielina que reveste os 

neurônios e a morte de oligodendrócitos são os principais alvos na EM. Tanto a síntese quanto 

a integridade da mielina é dependente do funcionamento normal dos oligodendrócitos e 

células de Schwann (SRIRAM, 2011) sendo vital para que ocorra a transmissão do impulso 

nervoso entre neurônios e seus alvos (SRIRAM, 2011; PEREIRA; LEBRUN-JULIEN; 

SUTER, 2012). 
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Figura 6 – Etiopatologia da Esclerose Múltipla 

Fonte: Retirada da obra de (STEINMAN; ZAMVIL, 2003). 

 

 

1.6 A enzima Na
+
,K

+
-ATPase e a transmissão do impulso nervoso pelo axônios. 

 

 

Tendo em vista que o processo de inflamação e desmielinização levam a danos 

axonais, enzimas localizadas nestes sítios tornam-se mais comumente afetadas pela ação de 

mediadores inflamatórios e produção de espécies reativas. Dentre estas enzimas destaca-se a 

Na
+
,K

+
-ATPase (Sodium/potassium-exchanging ATPase/EC 3.6.3.9) que está ancorada na 

membrana plasmática e desempenha um importante papel na manutenção da homeostase dos 

eletrólitos intracelulares em todos os tecidos. Esta enzima é responsável pelo transporte ativo 

que é movido pela hidrólise de moléculas de ATP. Tal transporte restabelece os gradientes de 

Na
+
 e K

+
 extra e intracelular e ocorre principalmente nos axônios onde é realizada a 

transmissão do impulso nervoso (SKOU; ESMANN, 1992). Uma vez que mantêm as 

concentrações iônicas na normalidade, a Na
+
,K

+
-ATPase contribui também para a 

manutenção do volume e do pH celular, concentrações de Ca
2+

 intracelulares, e transporte de 
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biomoléculas dependentes das concentrações de Na
+ 

(LINGREL; KUNTZWEILER, 1994; 

LINGREL et al., 1994). 

Esta enzima apresenta 3 subunidades: α, β e γ. A subunidade α possui uma massa 

molecular de aproximadamente 113 kDa e 4 isoformas já foram descritas: α1, α2, α3 e α4. Na 

subunidade α encontram-se os sítios de ligação para os íons Na
+
, K

+
 e o ATP e também 

apresenta o sítio alvo para glicosídios cardiotônicos, como o inibidor oubaína (LINGREL; 

KUNTZWEILER, 1994; LINGREL et al., 1994; KAPLAN, 2002). As diferenças entre as 

isoformas da subunidade α são mínimas, mas no que diz respeito à sensibilidade a inibidores 

como a oubaína, as isoformas α2 e α3 são muito mais sensíveis tendo um IC50 de 28,4 ηM, 

enquanto que a isoforma α1 apresenta um IC50 de 89,4 µM (NISHI et al., 1999b; NISHI et al., 

1999a). A subunidade β possui um tamanho de 55 kDa (JORGENSEN; HAKANSSON; 

KARLISH, 2003) e 3 isoformas: β1, β2 e β3 (LINGREL; KUNTZWEILER, 1994; LINGREL 

et al., 1994; KAPLAN, 2002). Além disso, a subunidade β exerce um importante papel na 

estabilização da conformação ótima da subunidade α na membrana plasmática contribuindo 

para a atividade ATPásica (BEGGAH et al., 1999) e cooperando durante as alterações 

conformacionais no ciclo reacional da enzima (KAPLAN, 2002; JORGENSEN; 

HAKANSSON; KARLISH, 2003; HORISBERGER, 2004). A subunidade γ é a menor 

subunidade da Na
+
,K

+
-ATPase apresentando um peso molecular de aproximadamente 12 kDa 

e atua como alvo modulatório da Na
+
,K

+
-ATPase (BEGUIN et al., 1997). 

A descoberta da Na
+
,K

+
-ATPase foi realizada pelo pesquisador Jens Christian Skou 

que descreveu a atividade ATPásica desta enzima sobre a influência de cátions em nervos 

periféricos no ano de 1957 (SKOU, 1957). Esta descoberta rendeu a Skou, no ano de 1997, o 

prêmio Nobel de Química. Em condições fisiológicas, esta enzima transfere três íons Na
+
 para 

o meio extracelular, dois íons K
+
 para o meio intracelular, hidrolisando uma molécula de 

ATP. Desta forma, após cada despolarização a Na
+
,K

+
-ATPase rapidamente promove o efluxo 

de Na
+
 e o influxo de K

+ 
(KAPLAN, 2002). Uma repolarização rápida da membrana e o 

reestabelecimento das concentrações desses íons são vitais para a formação de um novo 

potencial de ação e transmissão de um novo impulso nervoso (BOSTOCK; SEARS, 1978; 

BOSTOCK; SEARS; SHERRATT, 1983). 

Sabe-se que quando os axônios estão desmielinizados, ocorre uma difusão dos canais 

de sódio (Nav
+
) para regiões além dos nodos de ranvier (WAXMAN; CRANER; BLACK, 

2004). A redistribuição destes Nav
+
 pela membrana aumenta o influxo Na

+
 durante a 

condução do impulso aumentando a área de membrana despolarizada. É importante ressaltar 

que quanto maior for a área de despolarização da membrana, maior será a atividade da 
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Na
+
,K

+
-ATPase e o consumo de ATP para restabelecer as concentrações eletrolíticas. Esta 

relação mostra o importante papel desta enzima com a transmissão do impulso nervoso pelos 

axônios (YOUNG et al., 2008). 

Quanto a regulação da Na
+
,K

+
-ATPase, é sabido que uma diminuição da sua atividade, 

bem como da sua expressão, prejudica diretamente a sinalização de neurotransmissores 

comprometendo tanto aprendizado e a memória quanto a atividade locomotora e a ansiedade 

de ratos (DOS REIS et al., 2002; MOSELEY et al., 2007). Além disso, experimentos in vitro 

mostraram que a inibição da Na
+
,K

+
-ATPase pod eocasionar no aumento das concentrações 

de Ca
2+ 

intracelulares (FUJISAWA et al., 1965; XIAO et al., 2002) e causa morte de 

neurônios e astrócitos (STELMASHOOK et al., 1999; TAKAHASHI et al., 2000; XIAO 

et al., 2002). Evidências da literatura ainda apontam que ambas atividade e expressão destas 

enzimas estão relacionadas com o desenvolvimento de doenças neurodegenerativas 

(CHAUHAN; LEE; SIEGEL, 1997; ZHANG et al., 2013; DE LORES ARNAIZ; 

ORDIERES, 2014; GUTIERRES et al., 2014b). Além disso, devido ao dano axonal presente 

nos processos de desmielinização, o mesmo efeito também foi observado em pacientes com 

EM (KURNELLAS et al., 2005; GARAY et al., 2008; YOUNG et al., 2008). 

 

 

1.7 EM: Manifestações clínicas e progressão da doença 

 

 

Como visto anteriormente, o sistema imune do portador de EM acaba por destruir a 

bainha de mielina culminando em danos axonais e na piora da transmissão do impulso 

nervoso. Tais eventos resultam na inflamação do sistema nervoso, desmielinização, lesão e 

perda axonal. Acredita-se ser um doença auto-imune, mas a especificidade para o antígeno da 

resposta imunitária é desconhecido.  

Uma vez que se iniciam os processos de desmielinização, ocorre o aparecimento de 

múltiplas placas na substância branca encefálica e medular (GOLDENBERG, 2012). Essas 

lesões levam a deficiência ou perda completa dos impulsos nervosos que resultam no 

aparecimento das manifestações clínicas, como o comprometimento motor (BONDAN et al., 

2006b) visão embaçada, hiperalgesia nos membros superiores e inferiores, cansaço excessivo, 

fraqueza, ansiedade, depressão e déficits neurológicos irreversíveis (GOLDENBERG, 2012; 

GUIMARAES; SA, 2012; KIPP; VAN DER VALK; AMOR, 2012).  
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Durante os primeiros estágios de surto-remissão, a doença é caracterizada por lesões 

inflamatórias focais ("placas") na substância branca do sistema nervoso. Tais eventos levam a 

desmielinização primária com variável perda axonal e reatividade de células gliais. As células 

T auto-reativas ativadas no exterior do SNC, atravessam a barreira hematoencefalica e são 

reativados por antígenos locais através de celulas apresentadoras de antígenos. A secreção de 

citocinas pró-inflamatórias estimula as células microgliais e astrócitos, recrutam células 

inflamatórias adicionais, e induzem a produção de anticorpos por células plasmáticas. Este 

processo inflamatório finalmente conduz a danos nos tecidos no interior da placa (BERER 

et al., 2011). Vários padrões de desmielinização foram distinguidos com base nos 

mecanismos fisiopatológicos. O córtex cerebral, por exemplo, é comumente afetado em fases 

iniciais da doença. É observada a presença de inflamação cortical e consequente 

desmielinização que pode evoluir para a neurodegeneração tecidual. Em nível celular, 

observa-se redução de neuritos com consequente neurodegeneração axonal e morte 

oligodendroglial. Ao término do processo, instaura-se a atrofia cortical (LUCCHINETTI 

et al., 2011; LASSMANN, 2014).  

A relação entre a inflamação e a degeneração durante a progressão da EM pode ser 

vista no estudo de Siffrin e colaboradores (2010) e está representada na figura 7. Pode-se 

observar no gráfico esquemático que nas fases iniciais, a doença geralmente se caracteriza por 

sucessivos surtos e remissões com aparecimento de sinais clínicos. Há uma maior frequência 

de eventos inflamatórios acompanhados de desmielinização da substância branca e dano nos 

axônios. Nesta etapa é possível uma capacidade tecidual de reparo, no qual há uma 

remielinização axonal e o desaparecimento das manifestações clínicas. A medida que esses 

eventos se repetem, há um comprometimento tecidual e a capacidade de recuperação torna-se 

ineficaz. Inicia-se a fase progressiva secundária onde há o estabelecimento de degenderação 

tecidual, desmielinização da substância cinzenta e atrofia cerebral. Nesta fase há um aumento 

progressivo sobre o escore de desabilidades que podem levar a incapacitação do paciente 

(figura 7).  
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Figura 7 – Relação entre a inflamação e a degeneração durante a progressão da Esclerose Multipla: Uma visão 

global sobre surtos e remissões. A) Representa o escore para desabilidades (disability score) entre as fases de 

surto-remissão (relapsing-remitting). B) Representa a relação entre a desmielinização da substância branca 

(active white matter demyelination) versus desmielinização da substância cinzenta (gray matter demyelintion). 

C) Representa o dano axonal agudo (acute axonal damage) versus atrofia cerebral total (total brain atrophy) 

Fonte: Retirado da obra de (SIFFRIN et al., 2010). 

 

 

1.8 Brometo de Etídio: Modelo experimental para estudos de desmielinização 

 

 

O modelo experimental de desmielinização pelo brometo de etídio (BE) permite 

avaliar alterações neuroquímicas relacionadas tanto à desmielinização quanto a remielinização 

(BONDAN et al., 2006a; MAZZANTI et al., 2009) e mimetiza mudanças morfológicas, 

enzimáticas e celulares provenientes da destruição das bainhas de mielina e de danos axonais. 

Em paralelo, o uso de ratos como modelo animal mimetiza manifestações clínicas e 

morfológicas semelhantes as encontradas em pacientes com EM. Ratos apresentam o 

desenvolvimento de vacúolos e placas desmielinizadas no sítio de injeção de BE. 

Primeiramente ocorre uma desmielinização focal devido a um processo inflamatório com 

redução na população de oligodendrócitos e conteúdo de mielina. Esta fase mimetiza o surto 

presente em pacientes com EM (GRACA; BLAKEMORE, 1986; GRACA, 1987; 1988; 

1989b; a; GRACA et al., 2001; MAZZANTI et al., 2006; MAZZANTI et al., 2007b; 

MAZZANTI et al., 2007a; SPANEVELLO et al., 2007; MAZZANTI et al., 2009).  

Após a desmielinização, é iniciado o processo de reparação tecidual com consequente 

remielinização local. Este evento mimetiza a remissão presente em pacientes com EM. Desta 
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forma, a desmielinização tóxica induzida pelo brometo de etídio reproduz em parte ambas as 

fases de surto-remissão. Além disso, ratos sujeitos a desmielinização na ponte apresentam 

uma piora nas habilidades motoras em tarefas comportamentais (como o Beam walking e Foot 

fault task) (BECKMANN et al., 2014), e comprometimentos motores são as principais 

manifestações clínicas apresentadas na EM.  

O principal mecanismo da desmielinização do BE ocorre devido as suas propriedades 

gliotóxicas, que levam a destruição de células gliais preservando os neurônios. Além de 

oligodendrócitos, os astrócitos também podem ser alvo da toxicidade do BE (BONDAN et al., 

2003; BONDAN et al., 2010). O uso da ponte como estrutura alvo para a desmielinização 

consiste no fato desta estrutura atuar na comunicação entre SNC e SNP, desempenhando 

importante papel nas funções motoras. Esta estrutura também é uma das mais ricas em 

mielina e é a quarta estrutura com maior incidência de placas em pacientes portadores de EM 

(28.6%). Dentre outras estruturas comprometidas estão a medula espinhal e nervo óptico 

(MINGUETTI, 2001; SKENDER-GAZIBARA et al., 2001). 

A injeção de BE (0.1% em salina, 10 µl) na cisterna da ponte induz uma lesão de 

desmielinização que compromete 1/3 até ½ da ponte (BONDAN et al., 2003). 

Morfologicamente, pode ser observado uma lesão degenerativa em astrócitos e 

oligodentrocitos após 72 horas de indução (GRACA et al., 2001; BONDAN et al., 2003). Os 

axônios aparecem desmielinizados ao sexto dia, com um pico de desmielinização que ocorre 

no sétimo dia pós indução.  

 

 

1.9 Lipopolissacarídeo (LPS): Modelo experimental para estudos de neuroinflamação 

 

 

Quando ocorre o estabelecimento de um processo infeccioso muitas vezes este evento 

induz mudanças no humor, nas emoções e na capacidade de aprendizado e memória. Estas 

circunstâncias tornaram-se alvos de estudos científicos que buscam uma melhor compreensão 

sobre a comunicação entre SNC e o sistema imunológico (NGUYEN; JULIEN; RIVEST, 

2002; PERRY, 2010; PERRY; TEELING, 2013). Em vista da grande importância da 

homeostasia do SNC para o funcionamento dos neurônios, o encéfalo possui um sistema 

complexo e organizado para formar respostas imunes perante infecções ou doenças do sistema 

nervoso.  
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Astrócitos e micróglia são células com capacidade fagocítica e representam a primeira 

linha de defesa contra patógenos invasores, servindo também de sensores especiais para 

ocorrência de dano tecidual no encéfalo (LITTLE; O'CALLAGHA, 2001; PERRY; 

TEELING, 2013). Em paralelo, outro sistema complexo e altamente eficiente é a barreira 

hematoencefálica. Esta estrutura é formada de células endoteliais altamente especializadas, as 

quais inibem o tráfego de moléculas devido a sua baixa atividade de pinocitose; e difusão de 

moléculas hidrofílicas,devido a uma elaborada rede de junções de oclusão entre as células 

endoteliais (CAMPOS-BEDOLLA et al., 2014; HAINSWORTH; OOMMEN; BRIDGES, 

2015; STRAZIELLE; GHERSI-EGEA, 2015). Logo, quaisquer alterações que ocorram na 

integridade da barreira hematoencefálica proporcionam a migração de biomoléculas e 

leucócitos para dentro do SNC e, como consequência, iniciam-se eventos os quais estão 

relacionados com a patogênese de doenças auto-imunes, inflamatórias, neurodegenerativas e 

infecciosas deste sistema (AKTAS et al., 2007; WEISS et al., 2009). 

Ao mesmo tempo, citocinas periféricas também podem atuar sobre as funções 

cerebrais. Mediadores inflamatórios produzidos sistemicamente são capazes de sinalizar 

informações ao encéfalo por rotas neurais. Neste caso, os receptores específicos do nervo 

vago, que é a principal via aferente da cavidade torácico-abdominal para o encéfalo, emitem 

impulsos nervosos até o encéfalo quando estimulados por mediadores inflamatórios. Estes 

impulsos atingem o núcleo do trato solitário que, por sua vez, sinaliza o sinal a regiões do 

encéfalo envolvidas com humor e motivação (QUAN; HERKENHAM, 2002). Sinais 

humorais como IL-1β, TNF-α e IL-6 são tipicamente pequenos, mas grande demais para 

atravessar a barreira hematoencefálica (ABBOTT, 2000; ALVAREZ; KATAYAMA; PRAT, 

2013). 

Existe uma grande correlação entre a ocorrência de processos inflamatórios no sistema 

nervoso com o desenvolvimento de patologias. Dentre estas se destacam a doença de 

Alzheimer (HAUSS-WEGRZYNIAK et al., 1998; SHENG et al., 2003; HERBER et al., 

2007; LEE et al., 2008; DENG et al., 2014), a doença de Parkinson (HERNANDEZ-

ROMERO et al., 2012; RAMSEY; TANSEY, 2014) e, principalmente, a EM (AMEDEI; 

PRISCO; D'ELIOS, 2012; ELLWARDT; ZIPP, 2014). Em relação a EM, a neuroinflamação é 

o principal fator que contribui para a progressão e o agravamento do quadro patológico uma 

vez que leva a um aumento da área desmielinizada e atrofia do tecido encefálico (conforme 

apresentado na figura 7) (FOX et al., 2000; FOX et al., 2005; SIFFRIN et al., 2010). 

O LPS é um componente biologicamente ativo da membrana de bactérias gram-

negativas sendo composto por três partes: uma polissacarídica hidrofílica, uma lipídica 
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hidrofóbica (Lipídeo A) e, por fim, uma região do antígeno-O. A parte lipídeo-A é a fração 

mais conservada desta endotoxina e é responsável por sua toxicidade e capacidade de 

estimulação do sistema imune (LU; YEH; OHASHI, 2008). O reconhecimento dos patógenos 

é uma das propriedades mais básicas e importantes do sistema imune que possui um grupo de 

receptores específicos, como os Toll Like Receptors (TLR). Esses receptores são estimulados 

por estruturas presentes em bactérias, vírus e fungos e desencadeiam a ativação de uma via de 

sinalização comum que culmina no aumento da transcrição de NF- КB (TAKEDA; AKIRA, 

2003; AKIRA; TAKEDA, 2004). A ativação do NF- КB leva a alterações na expressão 

gênica, tais como regulação positiva da expressão de moléculas pró-inflamatórias como a IL-

1, IL-6, IL-12 e TNF-α (LU; YEH; OHASHI, 2008) e já tem sido sugerido como alvo 

terapêutico central para o tratamento da EM (SRINIVASAN; LAHIRI, 2015). 

Um dos principais usos de LPS no meio científico é para gerar respostas inflamatórias 

in vitro e in vivo. A neuroinflamação induzida pelo LPS promove a liberação de citocinas, 

prostanóides e espécies reativas. O somatório destes eventos deletérios culminam em perda de 

neurônios hipocampais, piora no aprendizado e na memória (HENRY et al., 2008; 

ABRAHAM; JOHNSON, 2009; GRANGER et al., 2013; FAN et al., 2014; FRANCOIS 

et al., 2014) e depressão (MELLO et al., 2013). Além disso, os TLR4 tem sido sugeridos 

como alvos terapêuticos para a EM uma vez que respostas inapropriadas (hiperestimulação) 

destes receptores implicam no desenvolvimento de doenças autoimunes e na progressão da 

EM (MARTA, 2009; GAMBUZZA et al., 2011; MIRANDA-HERNANDEZ; BAXTER, 

2013). Relatos também apontam que um estado crônico induzido pelo LPS contribui para 

formação do peptídeo β-amilóide (LEE et al., 2008) e para o desenvolvimento da doença de 

Alzheimer (MIKLOSSY, 2008; JAEGER et al., 2009). Em virtude disso, a ativação da 

micróglia, principal responsável pela produção e liberação de mediadores inflamatórios no 

SNC, tem sido sugerida como um importante sensor para eventos patológicos cerebrais. 

Sendo assim, agentes que atuam na redução na sua imunoreatividade são capazes de 

contribuir para o controle da neuroinflamação. Desta forma, a descoberta de agentes que 

modulem este processo pode promover uma melhora no prognóstico de processos patológicos 

associados a neuroinflamação, como por exemplo, a progressão de doenças 

neurodegenerativas (ALLAN; ROTHWELL, 2001; 2003) e a evolução da EM (CHEN et al., 

2011; GARRIDO-MESA; ZARZUELO; GALVEZ, 2013). 
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1.10 Tratamento para EM: podemos nos permitir um certo otimismo? 

 

 

A EM é uma doença que não possui cura definida e nenhum fármaco é capaz de 

impedir o desenvolvimento e progressão desta doença de maneira totalmente eficaz. O foco 

da terapia na EM está concentrado no uso de agentes imunomoduladores como a 

ciclofosfamida e o IFN- (TILBERY et al., 2000b; TILBERY et al., 2000a; NEUHAUS; 

ARCHELOS; HARTUNG, 2003). A ciclofosfamida interfere na síntese e função do DNA e 

parece alterar o perfil da resposta imunológica na EM reduzindo a produção de interleucinas 

(TAKASHIMA et al., 1998). A utilização crônica pode levar ao desenvolvimento de 

neoplasias e suscetibilidade a infecções (SCHLUEP; BOGOUSSLAVSKY, 1997). Em 

relação ao IFN-β, acredita-se que este tenha um efeito inibitório sobre a proliferação 

linfocitária e que desvie a produção de citocinas na direção de um perfil anti-inflamatório e 

reduza a migração das células T (YONG et al., 1998).  

A imunossupressão e redução de células T ativadas são o foco das terapias, pois 

quando alcançam o SNC reconhecem antígenos específicos presentes nos astrócitos, ou 

células da micróglia, e são desta maneira reativada produzindo mediadores pró-inflamatórios 

que levam a desmielinização. No entanto, relatos do uso destes fármacos mostraram efeitos 

colaterais como nefrotoxicidade e neurotoxicidade (SMITH; FRANKLIN, 2001; RUIZ-

PENA; IZQUIERDO-AYUSO, 2002; ROSENDAL et al., 2005). 

A metilprednisolona intravenosa (MPIV) seguida de prednisona constituem a primeira 

escolha para o tratamento dos surtos devido à facilidade de obtenção e à redução dos custos. 

No entanto os resultados e o benefício ainda não são totalmente eficazes (BARNES et al., 

1997; SELLEBJERG et al., 1998; SHARRACK et al., 2000). Além disso, o tratamento 

crônico com prednisona oral é contra-indicado, pois não altera a progressão neurológica ou o 

número de surtos e pode contribuir para a piora do quadro (MILLAR et al., 1967).  

 

 

1.11 Justificativa 

 

 

Tendo em vista que a EM é uma doença que não possui cura, e que os tratamentos 

convencionais não oferecem uma resposta imediata totalmente satisfatória, é de vital 

importância que o meio científico busque evidências de novos agentes que contribuam na 
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qualidade de vida e no controle dos surtos nestes pacientes. A neuroinflamação e a 

desmielinização são condições patológicas de significativa prevalência e morbidade, e 

promovem uma disfunção encefálica que resulta na incapacitação destes pacientes. Dentre 

estes destacam-se uma série de desabilidades motoras, piora da cognição, ansiedade e 

depressão (MINA et al., 2014; SCHWALM et al., 2014). 

Na farmacologia existente, é comum o uso de monoterapias para o tratamento da 

desmielinização e neurodegeneração. Talvez, esta possa não ser considerada a forma mais 

eficaz para resolver a heterogeneidade e complexidade da desmielinização ou mesmo o 

desenvolvimento de um processo de inflamação do sistema nervoso. A este respeito, 

nutracêuticos ou fitonutrientes podem ser destinados para tratar simultaneamente diferentes 

alvos terapêuticos, com o mínimo de efeitos adversos possíveis e ainda representar uma 

terapia coadjuvante que potencialize a monoterapia clássica com uso de fármacos.  

Um recente achado mostrou evidências promissoras fazendo a associação entre as 

antocianinas e a capacidade de mielinização de células. Conforme apresentado por Stetter e 

colaboradores (2013) ingredientes presentes no vinho tinto, dente eles as antocianinas, foram 

capazes de promover a mielinização in vitro usando um modelo para SNP (STETTNER et al., 

2013). Neste mesmo estudo, houve um aumento no conteúdo de mielina bem como no 

número de células de Schawn e de internodos quando adicionado os ingredientes do vinho. 

Embora os mecanismos de ação das antocianinas não estejam bem definidos, as evidências 

sobre este fitonutriente o tornam um importante agente terapêutico que merece ser 

investigado. Tomando posse deste conceito, o presente estudo teve o propósito de criar uma 

estreita interação entre o consumo de antocianinas, um fitonutriente presente na dieta, e os 

efeitos deletérios que a neuroinflamação e a desmielinização são capazes de causar no sistema 

nervoso de roedores. Desta forma, neste estudo foi investigado o efeito protetor das 

antocianinas diante dos efeitos deletérios em modelos experimentais que mimetizam 

processos patológicos encontrados na EM. Através deste estudo, espera-se encontrar 

evidências de que as antocianinas possam atuar como um composto bioativo coadjuvante 

contra processos inflamatórios e desmielinizantes observados na EM.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2 OBJETIVOS 

 

 





 

 

2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

 

Investigar um possível efeito protetor das antocianinas sobre parâmetros 

comportamentais, morfológicos, neuroquímicos e inflamatórios em modelos experimentais de 

neuroinflamação e desmielinização em roedores. 

 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

 

1) Verificar a capacidade das antocianinas em neutralizar espécies reativas em modelos 

de indução de estresse oxidativo e nitrosativo in vitro. 

2) Verificar o efeito protetor das antocianinas sobre marcadores pró-inflamatórios e de 

estresse oxidativo e nitrosativo em um modelo experimental de neuroinflamação e de 

desmielinização em roedores. 

3) Investigar alterações morfológicas nas populações neuronais no encéfalo de roedores 

tratados com antocianinas e submetidos a neuroinflamação ou desmielinização 

experimental. 

4) Investigar a presença de infiltrados inflamatórios no encéfalo de roedores tratados com 

antocianinas e submetidos a neuroinflamação ou desmielinização experimental. 

5) Investigar a atividade da enzima Na
+
,K

+
-ATPase e Ca

2+
-ATPase em roedores tratados 

com antocianinas e submetidos a neuroinflamação ou desmielinização experimental.  

6) Verificar, através de estudos histoquímicos, se as antocianinas previnem a 

desmielinização induzida pelo brometo de etído na ponte de ratos. 

7) Verificar através de estudos imunohistoquímicos se as antocianinas reduzem a 

imunonoreatividade microglial induzida pelo lipopolissacarídeo no hipocampo de 

camundongos.  

8) Verificar se as antocianinas protegem a memória de camundongos submetidos a 

neuroinflamação experimental induzida por lipopolissacarídeo. 
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Abstract 

 

We investigated if anthocyanins (ANT) consumption was able to protect the memory 

loss and to control the CNS inflammatory processes using the neuroinflammation 

lipopolysaccharide (LPS) model. C57BL6 male mice were treated with ANT (30-100 

mg/kg by gavage) with a single dose or during 10 days of pre-treatment until the LPS-

administration (250 µg/kg intraperitoneally, post-training in the object recognition task). 

The ANT protective effect in the memory impairment was observed only for 10 days 

after a previous treatment (100 mg/kg). ANT prevented the hypothermia episode 

induced by LPS. ANT prevented the increase in protein carbonyl, NOx and MDA levels 

in the hippocampus and cerebral cortex (4 and 24 hours). ANT protected changes on the 

hippocampal neurons morphology (CA1 and CA3 regions, 24 hours) and showed a 

partial protective effect on the increase in the pro-inflammatory cytokines content, 

especially Interleukin (IL)-1β, tumoral necrosis factor -α and on the reduction of IL-10 

induced by LPS. ANT 100 mg/kg prevented the infiltration of inflammatory cells in the 

hippocampal CA3 region at 24 hours post-LPS administration. In parallel, LPS also 

promoted an increase in myeloperoxidase activity in cerebral cortex and hippocampus. 

ANT prevented the increase in myeloperoxidase activity and reduced the immune-

staining for CD11b in the CA3 region (24 hours). Thus, the pretreatment with ANT can 

protect memory loss induced by LPS and the release of pro-inflammatory mediators, 

neutrophil infiltration, oxidative stress and perhaps activated signaling pathways which 

can lead to microglia-mediated neuroinflammation.  

 

Key-Words: Neuroinflammation, Anthocyanins, Memory, Oxidative stress, Na
+
,K

+
-

ATPase, Interleukins.  
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1. Introduction 

 

Lipopolysaccharide (LPS) is an endotoxin experimentally used as a model to 

generate inflammatory response both in vitro and in vivo. LPS impairs antioxidant 

mechanisms and mitochondrial redox activity, as well as induces a potent activation of 

inflammatory signaling pathways in astrocytes and microglia through of Toll-like 

receptor 4 (TLR4) (Jacewicz et al., 2009; Noble et al., 2007). The TLR4 stimulation 

leads to activation of nuclear factor kappa b (NF-kB), a factor that regulates gene 

expression involved in immune responses, including release of the pro-inflammatory 

cytokines, such as tumor necrosis factor alpha (TNF-α) and interleukin-1beta (IL-1β) 

(Kielian, 2006; Rivest, 2003). The main deleterious events consequent of 

neuroinflammation induced by LPS are the release of cytokines, chemokines, 

production of reactive species, hippocampal cell loss, impairment of learning and 

memory, and emotional aspects of sickness behavior (Abraham and Johnson, 2009; Fan 

et al., 2014; Francois et al., 2014; Granger et al., 2013; Henry et al., 2008). 

In fact, microglial activation is a faithful sensor of pathologic events in the brain 

and a decrease in the extent of neuroinflammation is associated with a better prognosis 

in the progression of neurodegenerative diseases (Allan and Rothwell, 2001, 2003). For 

example, an increase in IL-1β can alter the release of neurotransmitters (Mohebiany and 

Schneider, 2013), modulate neuronal activity (Mandolesi et al., 2013) and synaptic 

plasticity mechanisms (Di Filippo et al., 2013). Furthermore, the chronic state LPS-

induced contributes to progression of neurodegenerative diseases including Alzheimer's 

disease (AD) (Jaeger et al., 2009; Miklossy, 2008).  

The use of anthocyanins (ANT) as a co-adjuvant to prevention of pathological 

conditions and neurodegenerative diseases has been widely investigated (Carvalho et 

al., 2015; Gutierres et al., 2014a; Gutierres et al., 2014b; Gutierres et al., 2012). ANT 

have antioxidant and anti-inflammatory properties in potential and we recently reported 

that ANT from Vitis vinifera were able to prevent memory deficits induced by 

scopolamine and in a STZ-Alzheimer’s disease model (Gutierres et al., 2014a; Gutierres 

et al., 2014b; Gutierres et al., 2012). In addition, we also found that ANT suppress the 

immune cells migration and pro-inflammatory cytokines production in pons of rats in a 

multiple sclerosis (MS) demyelination model (Carvalho et al., 2015). This natural 

compound is able to reduce the NF-kB translocation into the nucleus and the IL-1β 

mRNA levels in macrophages exposed to LPS (Lee et al., 2014). Although the ANT 
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action mechanisms are not well defined, the properties of this phytonutrient had great 

significance because it found in fruits and vegetables present in the human diet. 

Moreover, these promising findings reveal potential properties of ANT in inflammatory 

responses, but studies on LPS-induced neuroinflammation in mice were not investigated 

yet. Therefore, the present study investigated the neuroprotective effect of ANT 

consumption on the memory loss, pro-inflammatory mediators’ production and 

oxidative stress markers in the brain of mice exposed to LPS.  

 

2. Materials and methods 

 

2.1 Chemicals 

Lipopolysaccharides from Escherichia coli (055:B5), 5,5'-dithiobis-2-

nitrobenzoic acid (DTNB), tetrabutylammonium salt malondialdehyde (MDA), 2-

thiobarbituric acid (TBA), ouabain octahydrate, adenosine-triphosphate disodium salt 

hydrate, vanadium (III) chloride, sulfanilamide, N-(1-naphthyl) ethylenediamine 

dihydrochloride (NEED), acetonitrile, Coomassie Brilliant Blue G, 3,3 ', 5,5'-

Tetramethylbenzidine, 4-nitrophenyl-N-acetyl-β-D-glucosaminidase and glycine were 

obtained from Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Commercial kits for 

interleukins (IL) -1β, IL-6, IL-10, tumoral necrosis factor (TNF)-α and interferon (IFN)-

γ were purchased from eBioscience (San Diego, USA). 

ANT were extracted and purified from Vaccinium myrtillus L (AC12-RWSP). 

This compound is soluble in water and ethanol. AC12-RWSP has 25% total ANT 

content, among which are malvidin-3- glucoside, peonidin-3-glucoside, cyanidin-3-

glucoside, delphidin-3-glucoside, petunidin-3- glucoside, pelargonidin-3-glucoside and 

peonidin-3-glucoside as determined by high performance liquid chromatography and 

were commercially available from Christian Hansen A/S (Cod. nº AC12-RWSP). All 

other reagents used in the experiments were of analytical grade and of highest purity. 

 

2.2 Animals 

Male C57BL6 mice (12 weeks old) weighing 30–35 g were used in the study. 

The animals were maintained in the Central Animal House of the Federal University of 

Santa Maria in colony cages at an ambient temperature of 23± 2 °C and relative 

humidity of 45–55% with 12 h light/dark cycles. The animals had free access to a 

standard rodent pellet diet and water ad libitum. All procedures were carried out 
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according to the NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Animals and the 

Brazilian Society for Neuroscience and Behavior (SBNeC) recommendations for animal 

care. This work was approved by the ethical committee of the Federal University of 

Santa Maria (protocol number 23081.005466/2011-13). 

 

2.3 Experimental Protocol 

 

2.3.1 Treatments 

Mice were pretreated by gavage with ANT previously dissolved in saline (30 

and 100 mg/kg body weight) during 10 days (10 am). On the training day to novel 

object recognition task, the animals received ANT 2 hours pre-training. This time was 

chosen due to a prior study showing the high levels of absorption and bioavailability of 

ANT (McGhie and Walton, 2007; Miyazawa et al., 1999; Morazzoni et al., 1991). ANT 

were dissolved in saline. The ANT doses were chosen based on protocols developed by 

our group and previous studies that indicated neuroprotection against experimental 

models of Alzheimer Disease and MS (Carvalho et al., 2015; Gutierres et al., 2014a; 

Gutierres et al., 2014b; Gutierres et al., 2012). Control groups received only vehicle (2 

ml/kg of saline, daily by gavage). Mice were randomly distributed into six groups: 

vehicle, ANT 30 mg/kg, ANT 100 mg/kg, LPS, LPS plus ANT 30 mg/kg and LPS plus 

ANT 100 mg/kg. LPS was administrated intraperitoneally immediately after training. 

LPS was dissolved in saline and the selected dose was 250 µg/kg as previously describe 

(Santana Fruhauf et al., 2015).  

An animal group was trained in the object recognition task and euthanized 4 

hours after training in order to investigate the LPS and ANT effects during a decisive 

period to memory consolidation. Other group was euthanized 24 hours post training 

(immediately after test) in order to investigate the LPS and ANT effects in a memory 

evocation (Kranjac et al., 2013).  

The effect of a single dose of ANT (30 or 100 mg/kg) in memory loss induced 

by LPS was also investigated (1 day). Once a single dose is ineffective for memory 

protection, the morphological and biochemical analyzes were performed only for the 

pre-treatment during 10 days with ANT. 

 

2.4 Behavior tasks  
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2.4.1 Novel Object Recognition Task 

The novel object recognition task was performed in a 30 x 30 x 30 cm wooden 

chamber, with walls painted black and the front wall made of Plexiglas and the floor 

covered with ethyl vinyl acetate sheet. A light bulb, hanging 60 cm above the 

behavioral apparatus, provided constant illumination of about 40 lux, and an air-

conditioner provided constant background sound isolation. The objects used were pairs 

of plastic mounting bricks, each pair with different shapes (rectangular, pyramid and 

stair-like shapes) and colors (white, red and blue), but same size. Throughout the 

experiments objects were used in a counterbalanced manner and animals did not 

previously display preference for any of the objects. Chambers and objects were cleaned 

after each subject was tested with 30 % ethanol. The novel object recognition task was 

performed as previously described (Marisco et al., 2013). 

The task consisted of habituation, training and testing sessions, each of them 

with the duration of 10 min. In the first session, mice were habituated to the behavioral 

apparatus and then returned to their home cage. Twenty-four hours later, training 

session took place, where animals were exposed to two of the same objects (object A), 

and the exploration time was recorded with two stopwatches. Exploration was recorded 

when the animal touched or reached the object with the nose at a distance of less than 2 

cm. Climbing or sitting on the object was not consider exploration. The test session was 

carried out 24 h after training. Mice were placed back in the behavioral chamber and 

one of the familiar objects (i.e. object A) was replaced by a novel object (i.e. object B). 

The time spent exploring the familiar and the novel objects were recorded. The 

discrimination index was then calculated, taking into account the difference of time 

spent exploring the novel (B) and the familiar (A) object x 100 divided by the sum of 

time spent exploring the novel (B) and the familiar (A), and used as a cognitive 

parameter ([(Tnovel – Tfamiliar)/(Tnovel X Tfamiliar)]/100). Saline or ANT (30 or 100 

mg/kg, by gavage) were administered 2 hours pre-training of the novel object 

recognition task both acute (1 day) or sub-chronically (during 10 days). Saline or LPS 

(250 µg/kg, intraperitoneally) were administered imediatly post-training. 

 

2.4.2 Open-field  

The open-field was performed as previously described (Marisco et al., 2013). 

Immediately after the novel object recognition task, the animals were transferred to a 30 

x 30 x 30-cm open field, with the floor divided into 4 squares. During the 10-min open 
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field session, the number of crossing and rearing responses was recorded. The open 

field was used to identify motor disabilities which might influence the novel object 

recognition task. 

 

2.4.3 Body temperature measurement. 

The measured of temperature was realized with a digital thermometer. Baseline 

temperatures were recorded 30 min before LPS administration and 2, 4 e 24 hours post 

LPS administration. 

 

2.5 Sample preparation for biochemical parameters 

The animals were anesthetized and then euthanized. The brain was removed, and 

the cerebral cortex and hippocampus were separated. Next, the brain structures were 

homogenized in a glass potter in a solution of 10 mM Tris–HCl and 0.1 mM EDTA, pH 

7.4, on ice. An aliquot of the homogenate was separated. After centrifugation of 1,500 g 

at 4ºC for 15 min, aliquots of the supernatant were stored at −80 °C until the 

biochemical analyses.  

 

2.6 Enzymatic assays: Determination of Total ATPase and Na
+
,K

+
-ATPase activities 

Na
+
,K

+
-ATPase activity was measured in the cerebral cortex and hippocampus 

supernatant as previously described (Carvalho et al., 2012). Briefly, the assay medium 

consisted of (in mM) 30 Tris-HCl buffer (pH 7.4), 0.1 EDTA, 50 NaCl, 5 KCl, 6 MgCl2 

and 100 μg of protein in the presence or absence of ouabain (4mM) in a final volume of 

200 μL. The reaction was started by the addition of ATP to a 3 mM final concentration. 

After 30 min at 37ºC, the reaction was stopped by the addition of 50 μL of 50% (w/v) 

TCA. Saturating substrate concentrations were used, and the reaction was linear with 

protein and time. Appropriate controls were included in the assays for the non-

enzymatic hydrolysis of ATP. The amount of inorganic phosphate (Pi) released was 

quantified colorimetrically, as previously described (Fiske and Subbarow, 1927), using 

KH2PO4 as the reference standard. The absorbance was measured at 630 ηm. The 

specific Na
+
,K

+
-ATPase activity was calculated by subtracting the ouabain-insensitive 

activity from the overall activity (Total ATPase, in the absence of ouabain) and was 

expressed in ηmol of Pi/mg of protein/min.  
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2.7 Quantification of oxidative stress biomarkers 

 

2.7.1 Brain malondialdehyde (MDA) measurement 

MDA levels were obtained from the cerebral cortex and hippocampus 

homogenate by methods described previously (Ohkawa et al., 1979) with a few 

modifications (Rossato et al., 2002). In short, the reaction mixture contained 50 μl of 

homogenate or standard (MDA 0.03 mM), 50 μL of 8.1% sodium dodecylsulfate (SDS), 

150 μl of acetic acid solution (2.5 M HCl, pH 3.5) and 150 μl of 0.8% TBA. The 

mixtures were heated at 95ºC for 90 min. After centrifugation at 1,700 g for 5 min, the 

absorbance was measured at 532 ηm. The MDA tissue levels were expressed as µmol 

MDA/ mg of protein. 

 

2.7.2. Assay of NOx (NO2 plus NO3) 

For NOx determination, an aliquot was homogenized (1:1) in 200 mM Zn2SO4 

and acetonitrile. The sample was processed as previously described (Jaques et al., 

2013). The homogenate was then centrifuged at 16,000 g for 30 min at 4ºC, and the 

supernatant was separated for the NOx content analysis as previously described 

(Miranda et al., 2001). Nitrite and nitrate solutions were used as the reference standards. 

NOx concentrations were determined by the absorbance at 570 ηm and were expressed 

as µmol of NOx/ mg of protein. 

 

2.7.3 Carbonyl proteins 

Measurement of total protein carbonyl content was determined by the method 

described by Yan et al. (1995) (Yan et al., 1995) and adapted for brain tissue by 

Oliveira et al. (2004) (Schneider Oliveira et al., 2004). Briefly, cerebral cortex and 

hippocampus homogenates were adjusted to 0.6 mg/ml of protein in each sample and 

250 μL aliquots were mixed with 50 μL 2,4-dinitrophenylhydrazine (DNPH, 10 mM) or 

50 μL ml HCl (2 M). After incubation at room temperature for 1 h in a dark 

environment, 125 μL denaturing buffer (150 mM sodium phosphate buffer, pH 6.8, 

containing 3 % SDS), 500 μL heptane (99.5 %), and 500 μL ethanol (99.8 %) were 

added sequentially and mixed under vortex agitation for 40 s and centrifuged for 15 

min. Afterwards, protein isolated from the interface was washed twice with 500 μL 

ethyl acetate/ethanol 1:1 (v/v) and suspended in 500 μL ml of denaturing buffer. Each 

DNPH sample was read at 370 nm in a Hitachi U-2001 spectrophotometer against the 
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corresponding HCl sample (blank) and total carbonylation was calculated using a molar 

extinction coefficient of 22,000 M
−1

 cm
−1

, as previously describe (Levine et al., 1990). 

 

2.8 Inflammatory cytokines 

The cytokine quantification in the hippocampus was assessed by ELISA using 

commercial kits for IL-1β, IL-6, IL-10, TNF-α and IFN-γ (eBIOSCIENCE, San Diego, 

USA), according to the manufacturer’s instructions. Briefly, 96 well microplates were 

sensitized with the primary antibody at room temperature (RT) for 30 min, and then the 

sample was added and incubated (37°C for 30 min). After washing, the secondary 

antibody conjugated with peroxidase was added and incubated. The presence and 

concentration of the cytokines were determined by the intensity of the color measured 

by spectrometry in a micro ELISA reader. We determined the intra-assay and inter-

assay coefficients of variation as follows: IL-1β (5.4% and 5.9%), IL-6 (5.6% and 

5.8%), IL-10 (5.3% and 5.7%), TNF-α (5.4% and 5.9%), and IFN-γ (4.7% and 5.2%). 

 

2.9 Leukocyte infiltration markers 

To estimate the inflammatory cell infiltration in the cerebral cortex and 

hippocampus, the samples were collected, and the activities of myeloperoxidase (MPO) 

and N-acetyl-β-D-glucosaminidase (NAGase), which are markers of neutrophil and 

macrophage infiltration, respectively, were determined (Lloret and Moreno, 1995; Silva 

et al., 2013). First, the samples were homogenized in Tris-HCl buffer (10 mM, pH 7.4) 

and EDTA (0.1 mM) containing 0.5% Hexadecyltrimethyl-ammonium bromide and 

centrifuged at 16,000 g at 4ºC for 20 min; the supernatant was then collected. For the 

MPO activity measurement, 10 μL of supernatant were added to 200 μL of acetate 

buffer (200 mM, pH 5.4) and 20 μL of 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine (18.4 mM) in a 

96-well plate and incubated at 37ºC for 3 min in duplicate. To stop the reaction, the 

microplates were incubated in an ice bath, and 30 μL of acetic acid was added. The 

color formed was assessed at 630 ηm.  

For the measurement of NAGase activity, 25 μL of the supernatant were 

incubated with 25 μL of 4-nitrophenyl-N-acetyl-β-D-glucosaminide (2.24 nM) and 100 

μL of citrate buffer (50 mM, pH 4.5) at 37ºC for 1 h. After incubation, 100 μL of 

glycine buffer (0.2 mM, pH 10.4) were added to stop the reaction and to allow for the 

development of color; it was measured at 405 ηm. The absorbance of all reactions was 
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measured in a Fisher Biotech Microkinetics Reader BT 2000 microplate reader. The 

values are expressed as the optical densities corrected for the protein content. 

 

2.10 Protein determination 

Protein was measured by the Coomassie Blue method (Bradford, 1976), using 

bovine serum albumin as the standard. 

 

2.11 Histopathological assessment 

Perfusion and fixation of the brain were performed through trans-cardiac 

perfusion with 4% paraformaldehyde (in 0.9% sodium chloride and 4% sucrose from 

Sigma-Aldrich, Brazil), as previously described (Canas et al., 2009). Frozen brains were 

sectioned (30 μm coronal sections) using a cryostat Leica CM1850 (Leica 

Microsistemas, German), and the sections were mounted on slides coated with 2% 

gelatin plus 0.08% chromalin (chromium and potassium sulfate, from Sigma-Aldrich, 

Brazil), allowed to dry at room temperature and stored at -20ºC until use. The brain 

slices were fixed in 4% paraformaldehyde, embedded with paraffin and sections 

approximately 5 μm thick were excised, followed by hematoxylin and eosin (H&E) and 

cresyl violet staining of Nissl bodies, as previously described (Duarte et al., 2009). 

 

2.12 Immunohistochemistry for CD11b  

 CD11b (rat monoclonal 5C6, 1:200; AbD Serotec, Oxford, UK) was carried out 

in free-floating sections by incubation at 4 °C for 48 h in blocking solution with the 

primary antibodies. Sections were washed 3 times and incubated for 2 h at RT with the 

corresponding secondary antibodies coupled to fluorophores, namely goat anti-mouse or 

goat anti-rabbit Alexa Fluor 488 or Alexa Fluor 594 (1:200–1:1000; Molecular Probes – 

Invitrogen, Eugene, OR) diluted in the blocking solution. The sections were washed 3 

times and then mounted with Dako fluorescent medium (Dako, USA) on gelatin-coated 

slides (Carmo et al., 2014). 

 

2.13 Statistical analysis 

Statistical analysis of tests was carried out by one or two-way ANOVA. P<0.05 

was considered to represent a significant difference in all experiments. All data were 

expressed as the mean ± SEM.  
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3. Results 

 

3.1. ANT prevent impairment of memory and the hypothermic response induced by 

systemic LPS 

Figure 1 shows the protective effect of ANT on learning and memory and on 

body temperature of mice after systemic administration of LPS. Graph 1A shows that a 

single administration of ANT 30 and 100 mg/kg (acute treatment) was not able to 

prevent the impairment induced by LPS in object recognition task [P>0.05; graph 1A]. 

However, the treatment with ANT during 10 days showed that only ANT100 mg/kg 

was able to prevent the impairment of memory induced by LPS [F(1,46)=11.97, P<0.01; 

graph 1B]. Both treatments were not able to alter the number of crossing and rearing in 

the test day to the object recognition [P>0.05; graph 1C and 1D]. In relation to rectal 

temperature, can be seen that intraperitoneal LPS administration reduced the body 

temperature 2 [F(5,49)=5.268, P<0.01; graph 1E] and 4 hours after administration 

[F(5,49)=6.921, P<0.001; graph 1F). Pretreatment with ANT100 during 10 days was able 

to prevent the hypothermic episode induced by LPS 2 [F(1,28)=5.421; P<0.05; graph 1E] 

and 4 hours [F(1,28)=43.32; P<0.001; graph 1F]. Body temperature alteration were not 

observed 24 hours after systemic administration of LPS [P>0.05; graph 1G]. 

 

3.2 ANT do not protect the impairment in the total ATPase and Na
+
,K

+
-ATPase 

activities induced by LPS in cerebral cortex and hippocampus. 

We also investigated whether ANT or LPS could reduce total ATPase and 

Na
+
,K

+
-ATPase activities in the cerebral cortex and hippocampus 4 and 24 hours after 

LPS-administration (see figure 2). It can be observed a reduction in the total ATPase 

[F(5,56)= 26.95; P <0.001, graph 2A] and Na
+
,K

+
-ATPase activities [F(5,56)= 10.27, P 

<0.001; graph 2B] in cerebral cortex 4 hours post LPS-administration. No significant 

differences were observed at the time of 24 hours [P>0.05, graphs 2C and 2D]. In 

addition, ANT was not able to restore the reduction in all enzyme activities. In relation 

to the hippocampus, it can be noted a reduction in the Na
+
,K

+
-ATPase activity 

[F(5,56)=7.690, P<0.01, graph 2H] only 24 hours after LPS administration. There were no 

protective effects of ANT on the enzymatic activity of the Na
+
,K

+
-ATPase in the 

hippocampus [P> 0.05; graph 2H]. 
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3.3 ANT prevent the oxidative stress induced by LPS in cerebral cortex and 

hippocampus 

It can be seen that LPS administration increased the protein carbonyl content at 4 

hours in the cerebral cortex [F(5,41)= 6.501, P<0.05; graph 3A] and hippocampus [F(5,41)= 

4.985, P <0.05; graph 3B]. The same effect was observed at 24 hours in the cerebral 

cortex [F(5,41)= 4.995, P <0.05; graph 3A] and hippocampus [F(5,41)= 4.581; P<0.05; 

graph 3B]. ANT30 mg/kg prevented the increase in carbonyl protein only in the cerebral 

cortex 24 hours after LPS administration [F(1,24)= 4.880, P<0.05; graph 3A]. ANT100 

mg/kg prevented the increase in the carbonyl protein 4 hours in the cerebral cortex 

[F(1,24)= 5.021, P<0.05, graph 3A] and hippocampus [F(1,24)= 4.659, P<0.05; graph 3B]. 

The same effect was observed for 24 hours to cerebral cortex [F(1,24)= 5.254, P<0.05; 

graph 3A] and hippocampus [F(1,24)= 5.221, P<0.05; graph 3B].  

The LPS administration increased the NOx content in the cerebral cortex only at 

4 hours [F(5,41)= 4.434; P<0.01, graph 3C]. ANT30 [F(1,24)= 4.698, P <0.05; graph 3C] 

and 100 mg/kg [F(1,24)= 4.909, P<0.05; graph 3C] reversed this effect. In relation to the 

hippocampus, it can be seen an increase in the NOx levels only at 24 hours [F(5,41)= 

5.145; P<0.01, graph 3D]. ANT100 mg/kg prevented the increase in the NOx 

production in the hippocampus [F(1,24)= 5.218, P<0.01; graph 3D].  

LPS increased the TBARS content in the cerebral cortex at 4 [F(5,41)= 10.72, 

P<0.001; graph 3E] and 24 hours [F(5,41)= 9.123, P<0.001; graph 3F] post LPS 

administration. ANT100 mg/kg prevented the increase in the TBARS production in the 

cerebral cortex at 4 [F(1,24)= 4, .902, P<0.05; graph 3E] and 24 hours [F(1,24)= 5.022, 

P<0.05; graph 3E]. LPS also increased the TBARS levels at 4 [F(5,41)= 5.705, P<0.01; 

graph 3F] and 24 hours [F(5,41)= 8.402, P<0.01; graph 3F] in the hippocampus. 

However, the protective effect of the ANT occurred only in the ANT100 mg/kg group 

at 24 hours [F(1,24)= 5.721, P <0.05; graph 3F]. 

 

3.4 ANT protect against neuronal morphology alterations and release of pro-

inflammatory mediators in the hippocampus induced by LPS. 

LPS administration showed a marked alteration in the morphology of the 

hippocampal neurons in the CA1 and CA3 regions, but did not show an impaired 

neuronal viability by cresyl violet staining of Nissl bodies (24 hours, Figure 4A). In 

addition, ANT were able to prevent the alterations in the neuronal morphology. LPS 

also promoted an alteration in the hippocampus interleukins (IL) levels at 4 and 24 
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hours. It can be seen an increased content of IL-1β [F(3,19)=101.6, P<0.001, graph 4B, 

4hours; F(3,19)=194.3, P<0.001, graph 4B, 24 hours], IL-6 [F(3,19)=121.2, P<0.001, graph 

4C, 4 hours; F(3,19)=125.1, P<0.001, graph 4C, 24 hours], TNF-α [F(3,19)=95.40, 

P<0.001, graph 4E, 4 hours; F(3,19)=76.41, P<0.001, graph 4E, 24 hours] and INF-γ 

[F(3,19)=106.0, P<0.001, graph 4F, 4 hours; F(3,19)=160.7, P<0.001, graph 4F, 24 hours]. 

In contrast, LPS reduced the IL-10 content at 4 [F(3,19)=33.19, P<0.001, graph 4D] and 

24 hours [F(3,19)=35.16, P<0.001, graph 4D]. Significant effects of ANT100 mg/kg were 

observed for all IL analyzed. ANT 100 mg/kg significantly prevented the increase of IL-

1β [F(3,19)=101.6, P<0.001, graph 4B, 4 hours; F(3,19)=194.3, P<0.001, graph 4B, 24 

hours], IL-6 [F(3,19)=121.2, P<0.001, graph 4C, 4 hours; F(3,19)=125.1, P<0.001, graph 

4C, 24 hours], TNF-α [F(3,19)=95.40, P<0.001, graph 4E, 4 hours; F(3,19)=76.41, P<0.001, 

graph 4E, 24 hours] and INF-γ [F(3,19)=106.0, P<0.001, graph 4F, 4 hours; F(3,19)=160.7, 

P<0.001, graph 4F, 24 hours]. In addition, ANT100 mg/kg also prevented the decrease 

in the IL-10 content at 4 [F(3,19)=33.19, P<0.001, graph 4D] and 24 hours [F(3,19)=35.16, 

P<0.001, graph 4D]. ANT treatment showed a better effect to IL-1β, IL-10 and TNF- α 

levels. ANT was not able to restore the concentrations of the IL to the baseline levels in 

the hippocampus. With respect to IL-6 and IFN-γ, the protective effect was more 

discreet.  

 

3.5 ANT prevent the inflammatory cells infiltration and increase in the myeloperoxidase 

activity in the cerebral cortex and hippocampus 24 hours after LPS administration. 

The histological analysis of the hippocampus shows that ANT100 mg/kg 

prevented migration of inflammatory cells into the CA3 region of the hippocampus 24 

hours after LPS administration (5A). With respect to the enzymatic activity of specific 

markers for macrophages, it can be seen that LPS and ANT were not able to alter the 

NAGase activity at 4 and 24 hours after LPS administration in the cerebral cortex (5D 

and 5E) and hippocampus (5H and 5I). The same effect can be observed to 

myeloperoxidase activity at 4 hours in the cerebral cortex (5B) and hippocampus (5F). 

By contrast, ANT100 mg/kg was able to prevent the increase in myeloperoxidase 

activity 24 hours after LPS-injection to the cerebral cortex [F(1,20)=4.705; P<0.05, graph 

5C] and hippocampus [F(1,20)=5.700; P<0.05, graph 5G] 

 

3.6 ANT suppress the microglial hippocampal immunoreactivity 24 hours after LPS 

administration. 
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The identification of microglial cells was carried out by immunohistochemical 

detection of anti-CD11b, a validated marker of activated microglia cells. As presented 

in Figure 6, we can conclude that 24 h after administration of LPS, there is an increase 

in the immunofluorescence for CD11b in comparation with control group and, ANT 

100mg/kg appear to reduce the immunoreactivity for CD11b, however, few regions 

show enlarged cell body with short and thick processes of microglia.  

 

3.7 Main highlights of the protective effects of ANT in neuroinflammation induced by 

LPS. 

A significant protector effect of ANT in the impairment of memory induced by 

LPS was observed. The neuroinflammation reduced the Na
+
,K

+
-ATPase activity in the 

cerebral cortex and hippocampus. ANT were not able to prevent this effect, but reduced 

the oxidative stress markers MDA, protein carbonyl and NOx in the cerebral cortex and 

hippocampus. ANT reduced changes in the neurons morphology in CA1 and CA3 

region of the hippocampus at 24 hours. In parallel, ANT suppressed the production of 

pro-inflammatory interleukins, especially IL-1β and TNF-α, and the microglial 

immunoreactivity (see figure 7). 

 

4. Discussion  

 

In the current pharmacology, it is common to use of monotherapeutic drugs to 

treat neurodegeneration and neuroinflammation. However, this strategy is not 

considered the most effective treatment and the heterogeneous nature of encephalopathy 

associated with sepsis or even during neuroinflammation development in Alzheimer's or 

Parkinson's disease. In this respect, nutraceuticals or phytonutrients may be aimed at 

simultaneously treating different therapeutic targets with the least adverse effects 

representing a more effective therapy than monotherapy with drugs. Taking ownership 

this concept, our research group has carried out some studies highlighting the close 

interaction between the consumption of anthocyanins (ANT) with improved memory 

and the reduction of cognitive impairment associated with sporadic dementia of 

Alzheimer’s type in rats (Gutierres et al., 2014a; Gutierres et al., 2014b; Gutierres et al., 

2012), and more recently we looked out the efficiency of ANT suppress the 

inflammatory cells infiltration in a focal demyelination model in rats (Carvalho et al., 

2015). In this context, the next step was to determine or not if the ANT has the ability to 
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control inflammatory processes which lead to encephalopathy, using a 

lipopolysaccharide (LPS) as appropriate model for neuroinflammation in mice. 

 In this study we investigated the protective effect of ANT on the cognitive 

decline induced by an acute episode of sepsis. We found that pretreatment during 10 

days with ANT 100 mg/kg was able to prevent an impairment of the discrimination 

index in the object recognition task in mice. In parallel, ANT 100 mg/kg was able to 

reduce the sickness behavior preventing the hypothermia episodes initiated 2 and 4 

hours post LPS-administration. Evidences of the ANT protective properties on learning 

and memory have been described in the literature, although no study has focused for the 

neuroinflammation induced LPS. It has been reported that dietary supplementation of 

antioxidant-rich berries (e.g., blueberry, strawberry) can improve the learning and 

memory in the aged animal (Williams and Grayer, 2004; Williams et al., 2008). 

Furthermore, ANT was also able to improve memory of old rats in Morris water maze 

(Andres-Lacueva et al., 2005; Shukitt-Hale et al., 2005), of mice in the inhibitory 

avoidance task (Barros et al., 2006) and showed a cognitive improvement in older 

humans (Krikorian et al., 2010).  

Gutierres et. al. (2012) reported that a pretreatment with 200 mg/kg of ANT 

from the Vitis vinifera were able to prevent the impairment of memory induced by 

scopolamine. Interestingly in this study, ANT treatment was able to restore the activity 

of key-enzymes that control the cholinergic and purinergic neurotransmission, and 

reduce the oxidative stress and restore the activity of ions pump in brain tissues 

(Gutierres et al., 2014a; Gutierres et al., 2014b; Gutierres et al., 2012). Among these 

ionic pumps we highlight the Na
+
,K

+
-ATPase. It has been shown that Na

+
,K

+
-ATPase 

can play a relevant role in neuronal and synaptic plasticity (Glushchenko and Izvarina, 

1997; Scuri et al., 2007) and in the regulation of learning and memory performances 

(Brunelli et al., 1997; Wyse et al., 2004). In fact, a decreased in the activity or 

expression of this enzyme directly impairs neurotransmitter signaling, with deleterious 

consequences on behavior (dos Reis et al., 2002; Lingrel et al., 2007; Moseley et al., 

2007), increases Ca
2+

 influx (Fujisawa et al., 1965; Xiao et al., 2002), glutamate release 

(Li and Stys, 2001) and causes hippocampal cell death in rats (Lees et al., 1990).  

In our study was observed a reduction in the total ATPase and Na
+

,K
+-

ATPase 

activities in the cerebral cortex at 4 hours post LPS-administration. In contrast, the same 

effects of LPS on the Na
+
,K

+
-ATPase activity was seen at 24 hours. However, there 

were no protective effects of ANT on Na
+

,K
+-

ATPase activity 4 and 24 hours. One 
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hypothesis to explain these results would be a reduction in enzyme expression in brain 

structures. In parallel, it is possible that the effect of LPS to reduce the Na
+

,K
+-

ATPase 

activity also occurs via activation of intracellular signaling promoting activation of 

protein kinases that phosphorylate different amino acid residues present in the enzyme 

(eg. PKA e PKC) (Cao et al., 2004; Suh et al., 2004). In this way, the lack of ANT 

protective effect on the inhibition of Na
+

,K
+-

ATPase activity by LPS could be related to 

its inability to prevent the activation of these protein kinases.  

In the brain, the high content of polyunsaturated fatty acids and the high oxygen 

consumption are factors responsible for elevated susceptibility to reactive species 

damage. Oxidative stress is likely to have an important role in the development of a 

number of neurodegenerative disorders, such as Alzheimer’s disease, Parkinson’s 

disease and MS (Sultana et al., 2013; Sutherland et al., 2013; Vida et al., 2014). LPS 

promoted an increase in the markers of oxidative/nitrosative, such as MDA, NOx and 

protein carbonyl content in the cerebral cortex and hippocampus at 4 and 24 hours. 

Previous studies also showed an increase in the oxidative stress markers of oxidative 

after LPS administration (Abdel-Salam et al., 2014; Swarnkar et al., 2009; Vasconcelos 

et al., 2015). In addition, the oral administration of ANT was able to prevent the damage 

in the lipid and protein content and reduce the NOx levels induced by LPS. 

To date, it is unknown if the brain inflammation and oxidative damage are a 

direct consequence of systemic inflammation or if they are driven by resident brain 

cells, such as microglia and astrocytes. However, the activation of microglia is the main 

cellular source of oxidation products and pro-inflammatory molecules in the brain 

(Hayashi et al., 2008; Nakanishi et al., 2011). In fact, we found that LPS treatment 

changes the neurons morphology, especially in CA1 and CA3 regions of the 

hippocampus at 24 hours after administration. However, it was not found an impaired 

neuronal viability by cresyl violet staining of Nissl bodies. Furthermore, an increase in 

the IL-1β, IL-6, TNF-α and INF-γ and a decrease in IL-10 levels were observed 4 and 

24 hours post-LPS administration. The most prominent effect of ANT was the reduction 

of IL-1β and elevation of IL-10 levels. The IL-1β has been associated with the 

impairment in the cognitive process in inflammatory process (Barrientos et al., 2009; 

Barrientos et al., 2012; Barrientos et al., 2006; Barrientos et al., 2002). It has been 

reported that IL-1β intra-hippocampal administration (3 and 24 hours) impairs the 

consolidation (Barrientos et al., 2002) and reconsolidation of memory in rats (Machado 

et al., 2015). In line with this view, it is plausible that the effect of ANT in suppressing 
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IL-1β content can have a great contribution in the memory loss prevention in object 

recognition task. ANT partially reduced TNF-α, IL-6 and IFN-γ levels. In vitro studies 

have appointed that pretreating BV-2 microglia with blueberry extract or individual 

components of blueberry desensitized the microglia to the inflammatory actions of LPS 

(Carey et al., 2013).  

Other evidences appointed that anti-inflammatory effects of ANT in 

macrophages occur by inhibiting NF-κB nuclear translocation and COX-2 expression 

(Hou et al., 2005; Lee et al., 2014). Inflammatory infiltrates cells have an important role 

in neuroinflammation. In this context, we verified if inflammatory cells are present in 

hippocampus by hematoxylin and eosin staining (H&E). In fact, infiltrated cells were 

detected by H&E staining and we confirm our hypothesis by the increase in the 

myeloperoxidase activity, a marker for neutrophils, in cerebral cortex and hippocampus 

24 hours after LPS administration. However, the ANT 100 mg/kg was able to prevent 

the increase of myeloperoxidase activity. A previous study also demonstrated 

neutrophils infiltrated in the cerebral cortex and hippocampus 6 hours after LPS 

administration in rats (Jeong et al., 2010).  

An important result in this study is that ANT 100 mg/kg was able to reduce the 

microglial activation and restore de memory loss induced by LPS Microglial cells play a 

pivotal role in the innate CNS immune response, and acts as the first line of defense 

against invading pathogens by facilitating neuroprotection and repair processes 

(Kreutzberg, 1996; Minghetti and Levi, 1998). As expected, abnormal activation of 

microglia was found in LPS treatment; and consequently, this event could induce a 

number of major cellular responses that play critical roles in the inflammatory responses 

pathogenesis (Rankine et al., 2006). A previous study showed that the inhibition of the 

microglia by an ICV injection of minocycline was able to decrease acute brain oxidative 

damage and inflammation as well as long-term cognitive impairment in sepsis survivors 

(Michels et al., 2015). Thus, compounds able to suppress microglial immunoreactivity 

play an important role in protecting against neuroinflammation and the ANT treatment 

have an important role in the control of neuroinflammation indicating that this 

compound is a promising therapeutic component for neurodegenerative diseases and 

related encephalopathy’s with a high degree of inflammation. 
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Legends 

 

Figure 1. Protective effects of anthocyanins (ANT, 30 – 100 mg/kg) treatment on the 

memory loss induced by LPS (250 µg/kg, intraperitoneally) in mice in the object 

recognition task. (A) Effect of a single dose of ANT (30 - 100 mg/kg) on the 

impairment of memory induced by LPS administration (n=8). (B) Effect of pretreatment 

during 10 days with ANT in the impairment of memory induced by LPS (n=12-13). 

Effects of ANT and LPS in the crossing (C) and rearing numbers (D). Effect of ANT 

and LPS administration in the rectal temperature at 2 (E), 4 (F) and 24 (G) hours post-

administration (n=7-9). * Denotes a significant difference from the vehicle group. # 

Denotes a significant difference compared with the LPS group (ANOVA one-way or 

two followed by post-hoc SNK). 

 

Figure 2. Protective effects of anthocyanins (ANT, 30 – 100 mg/kg) treatment during 

10 days on the oxidative stress parameters in the cerebral cortex and hippocampus of 

mice at 4 and 24 hours post LPS-administration (250 µg/kg, intraperitoneally). Carbonyl 

protein levels in the cerebral cortex (A) and hippocampus (B) of mice treated with ANT 

and LPS. NOx levels in the cerebral cortex (C) and hippocampus (D) of mice treated 

with ANT and LPS. MDA levels in the cerebral cortex (E) and hippocampus (F) of 

mice treated with ANT and LPS. * Denotes a significant difference from the vehicle 

group. # Denotes a significant difference compared with the LPS group (ANOVA one-

way or two followed by post-hoc SNK, n = 7). 

  

Figure 3. Total ATPase (A,C,E and G) and Na
+
,K

+
-ATPase (B,D,F and H) activities in 

the cerebral cortex (A,B,C and D) and hippocampus (E, F, G and H) of mice exposed to 

LPS (250 µg/kg, intraperitoneally) and treated with anthocyanins (ANT, 30 - 100 

mg/kg) during 10 days. * Denotes a significant difference from the vehicle group. # 

Denotes a significant difference compared with the LPS group (ANOVA one-way or 

two followed by post-hoc SNK, n = 9-10). 

 

Figure 4. Anthocyanins (ANT, 100mg/kg) prevent alterations in the neuronal 

morphology (A) and reduce the production of pro-inflammatory cytokines in the 

hippocampus of mice exposed to LPS (250 µg/kg, intraperitoneally). (B) IL-1β content, 

(C) IL-6 content, (D) IL-10 content, (D) TNF-α and (E) INF-γ. * Denotes a significant 
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difference from the vehicle group. # Denotes a significant difference compared with the 

LPS group (ANOVA one-way followed by post-hoc SNK, n =5).  

 

Figure 5. (A) Protective effects of anthocyanins (ANT, 100 mg/kg) on the cellular 

infiltration in the CA3 region at 24 hours after LPS administration (n=3). Effects of 

ANT treatment (30-100 mg/kg) on the myeloperoxidase (B,C,F and G) and NAGase 

(D,E, H and I) activities in the cerebral cortex and hippocampus of mice 4 and 24 hours 

post LPS-administration. * Denotes a significant difference from the vehicle group. # 

Denotes a significant difference compared with the LPS group (ANOVA one or two-

way followed by post-hoc SNK, n =6).  

  

Figure 6. Protective effects of anthocyanins (ANT, 100 mg/kg) on the microglial 

hippocampal immunoreactivity in the CA3 region at 24 hours after LPS administration 

(n=3). 

 

Figure 7. Overview of ANT benefits on the neuroinflammation induced by LPS 

administration in C57BL6 mice.  
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A dieta é um dos principais fatores que afeta direta e consideravelmente a saúde 

humana. Além disso, os nutracêuticos podem atuar como suplementos coadjuvantes na 

prevenção e no tratamento de inúmeras doenças. Uma vez que os nutracêuticos são 

enriquecidos com antocianinas, é possível atingir uma dose que dificilmente seria obtida 

somente da alimentação. À medida que a humanidade caminha para um aumento na 

expectativa de vida, as doenças que acometem o SNC começam a se expandir na população. 

Em virtude disso, organizações de saúde ao redor do mundo recomendam um aumento na 

ingestão de alimentos derivados de plantas com o propósito de melhorar o estado de saúde e 

prevenir o desenvolvimento de doenças (ESPIN; GARCIA-CONESA; TOMAS-

BARBERAN, 2007; CHAUHAN; MEHLA, 2015). 

Na farmacologia atual, é comum o uso de drogas monoterapêuticas para o tratamento 

de processos neuroinflamatórios, desmielinizantes e degenerativos. Talvez, esta possa não ser 

a única forma eficaz para tratar a desmielinização ou mesmo o desenvolvimento de um 

processo de inflamação do sistema nervoso. A EM é uma doença de alta complexidade e que 

se enquadra neste contexto. Sabe-se que é uma patologia crônico-progressiva caracterizada 

por uma neuroinflamação recorrente e consequente desmielinização dos axônios dos 

neurônios no SNC e SNP (GOLDENBERG, 2012; GUIMARAES; SA, 2012; KIPP; VAN 

DER VALK; AMOR, 2012). 

Tendo em vista que a EM é uma doença que não possui cura definida e nem um 

fármaco disponível atualmente e capaz de impedir o desenvolvimento e progressão desta 

doença, a busca de novos agentes que contribuam na qualidade de vida dos pacientes e que 

atuem no controle dos surtos assume uma grande relevância.Tomando posse deste conceito, o 

presente estudo associou o consumo de antocianinas com a regulação dos processos de 

neuroinflamação e de desmielinização no SNC de roedores. Uma representação deste 

propósito foi esquematizada na figura 8, afim de elucidar as diferenças entre os indutores de 

desmielinização e neuronflamação, os modelos animais utilizados e os mecanismos e alvos de 

indução em cada processo patológico. 

O modelo experimental de desmielinização pelo BE mimetiza mudanças morfológicas, 

enzimáticas e celulares provenientes da destruição da bainha de mielina e de danos axonais. 

Estes eventos ocorrem devido a gliotoxicidade do BE que leva a destruição de células gliais, 
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especialmente oligodendrócitos. O enfoque do uso das antocianinas para este modelo foi 

verificar se esse composto é capaz de impedir a perda de mielina e suprimir marcadores de 

inflamação e de estresse oxidativo no tronco encefálico, mais especificamente na região da 

ponte, em ratos Wistar (BONDAN et al., 2000; GRACA et al., 2001; SANCHEZ et al., 2006). 

A neuroinflamação induzida pelo LPS não representa um modelo específico para a 

EM. Este modelo está mais associado a estudos de comportamento doentio apresentados em 

casos de sepse e encefalopatia infecciosa. No entanto, um protocolo de neuroinflamação 

utilizando LPS como agente indutor foi utilizado para verificar se as antocianinas conseguem 

suprimir e/ou reduzir células infiltradas e a produção de mediadores pró-inflamatórios no 

SNC sem o desenvolvimento de um processo desmielinizante. É importante destacar que nas 

fases inicias da EM, o primeiro evento que ocorre é o processo inflamatório. Em decorrência 

disto, dependendo da gravidade e extensão deste processo, a morte dos oligodendrócitos e 

células de Schwann ocorre progressivamente. A relevância deste trabalho se deve também ao 

fato de utilizar um modelo de neuroinflamação induzido pelo LPS para descobrir se as 

antocianinas podem suprimir um processo inflamatório no sistema nervoso por mecanismos 

não-dependentes da toxicidade do BE, e sim por respostas mediadas pela hiperestimulação 

dos TLR4 e aumento da atividade microglial sem morte de oligodendrócitos e perda de 

mielina (figura 8). 
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Figura 8 – Desmielinização e Neuroinflamação: Informações sobre os protocolos 

experimentais do presente estudo 

 

 

Uma constatação recorrente em nosso trabalho é que os efeitos protetores das 

antocianinas sempre se mostraram na maior dose. Portanto, 100 mg/kg foi sempre a mais 

eficaz para os parâmetros estudados em ambos os protocolos testados. Os principais achados 

do presente estudo foram organizados em um esquema que poderá ser encontrado na figura 9 

desta discussão.  

No primeiro protocolo experimental foi verificado que a desmielinização na ponte de 

ratos reduziu a atividade das enzimas Na
+
,K

+
-ATPase e Ca

2+
-ATPase. Além disso, foi 

encontrado também um aumento considerável no conteúdo dos marcadores de estresse 

oxidativo como MDA, proteína carbonil e NOx, bem como uma redução de GSH e NPSH e 

na atividade da enzima superóxido dismutase. Correlações negativas entre um aumento dos 

marcadores de estresse oxidativo e uma redução da atividade das bombas iônicas foi 

significativo. Dentre estas análises, o aumento no conteúdo de MDA, um dos metabólitos 

formados no processo da peroxidação lipídica, mostrou correlação negativa para ambas as 

bombas iônicas. Em virtude destas enzimas serem ancoradas a membranas biológicas, 
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alterações na sua integridade provenientes da oxidação de fosfolipídos por espécies reativas 

podem interferir na estabilização do ancoramento destas enzimas e com isso alterar a sua 

conformação estrutural. É reconhecido que estes eventos podem piorar a atividade enzimática, 

uma vez que as enzimas Na
+
,K

+
-ATPase e Ca

2+
-ATPase não realizam os passos catalíticos 

necessários para o transporte de íons através da membrana (HABECK et al., 2015). Além 

disso, a redução na atividade da Na
+
,K

+
-ATPase mostrou correlação negativa para a proteína 

carbonil e produção de NOx. Estes dados mostram uma maior sensibilidade da Na
+
,K

+
-

ATPase em relação a produção de espécies reativas durante eventos desmielinizantes. 

Possivelmente tal situação ocorra devido a grande quantidade de Na
+
,K

+
-ATPase expressa e 

localizada nos nodos de Ranvier ao longo dos axônios. A desmielinização leva a morte de 

oligodendrócitos e a um grande dano axonal, o qual pode evoluir para uma degeneração deste 

axônio. Pelo fato dos axônios estarem mais expostos aos efeitos deletérios da 

desmielinização, a Na
+
,K

+
-ATPase torna-se mais suscetível as espécies reativas geradas no 

processo desmielinizante (DOLAPCHIEVA; ICHEV; OVTSCHAROFF, 1989; ALBERTI 

et al., 2007). 

Em contrapartida, um efeito distinto foi observado para a atividade da Na
+
,K

+
-ATPase 

na neuroinflamação induzida pela exposição ao LPS no córtex cerebral e hipocampo. Neste 

segundo protocolo experimental, também foi verificado um aumento nos níveis de proteína 

carbonil, NOx e MDA em ambas as estruturas nos tempos de 4 e 24 horas pós administração 

de LPS. As propriedades antioxidantes das antocianinas mostraram um efeito mais 

pronunciado na maior dose, sendo 100 mg/kg a mais eficaz. No entanto, apesar da dose de 

100 mg/kg prevenir o estresse oxidativo e nitrosativo, ela não foi capaz de impedir a redução 

na atividade da Na
+
,K

+
-ATPase. No modelo de neuroinflamação aguda induzido por LPS 

parece não ter um envolvimento direto da ação de espécies reativas sobre a inibição da 

Na
+
,K

+
-ATPase. Jeremias e colaboradores (2012) investigaram o efeito protetor de 

antioxidantes sobre a redução na atividade da Na
+
,K

+
-ATPase num modelo de 

neuroinflamação induzida pela ligação do apêndice intestinal. A ligação do apêndice ocasiona 

sepse e encefalopatia. Neste estudo foi observado que a utilização de antioxidantes conseguiu 

prevenir a redução na atividade da Na
+
,K

+
-ATPase somente no córtex cerebral. Nenhum 

efeito protetor foi visto para o hipocampo (JEREMIAS et al., 2012). Possivelmente os 

mecanismos que reduzem a atividade desta enzima em casos agudos de sepse não envolvem a 

ação direta de espécies reativas. Uma hipótese plausível seria o envolvimento de proteinas 

cinases e fosfatases que poderiam fosforilar/desfosforilar resíduos de aminoácidos presentes 

na estrutura da Na
+
,K

+
-ATPase (MAHMMOUD; CORNELIUS, 2002; OLIVEIRA et al., 
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2009; CORTES et al., 2011). Estas fosforilações/desfosforilações são capazes de reduzir ou 

aumentar a atividade da enzima conforme o alvo fosforilado. Para elucidar melhor este efeito, 

seria pertinente conduzir estudos com anticorpos específicos para as isoformas fosforiladas da 

Na
+
,K

+
-ATPase com intuito de compreender com mais clareza o efeito da neuroinflamação 

aguda induzida pelo LPS sobre a atividade desta enzima (figura 9a). 

Em relação aos marcadores inflamatórios analisados, a atividade da mieloperoxidase e 

os níveis de interleucinas mostraram um perfil inflamatório semelhante para ambos os 

modelos estudados. A desmielinização induzida pelo BE e a neuroinflamação induzida pelo 

LPS promoveram uma infiltração de neutrófilos na ponte e no hipocampo de roedores, 

respectivamente. Foi observado também uma elevação nos níveis de interleucina IL-1β, IL-6, 

TNF-α e IFN-γe uma redução de IL-10 nos dois protocolos. As antocianinas foram capazes de 

prevenir a produção destes mediadores pró-inflamatórios e restabelecer os níveis de IL-10 

perante a desmielinização. Em contrapartida, o efeito protetor das antocianinas sobre os níveis 

de IL encontrados na neuroinflamação induzida pelo LPS foi um pouco menor. As 

antocianinas mostraram uma prevenção parcial para os níveis de IL-1β e IL-10. Apesar de 

diferenças significativas terem sido vistas para IL-6 e INF-γ, o efeito protetor das antocianinas 

foi muito pequeno e pouco representativo (figura 9b). 

A redução da infiltração de células, principalmente neutrófilos (figura 9c),no local da 

lesão de desmielinização e a redução de citocinas pró-inflamatórias podem ter contribuído 

para a redução na morte de oligodendrócitos. Desta forma, as antocianinas foram capazes de 

prevenir a redução do conteúdo de mielina, confirmado pela coloração de Luxol fast blue 

(figura 9d).  

Em relação ao protocolo de neuroinflamação, possivelmente um tratamento a longo 

prazo com antocianinas ou um aumento na dose poderia resultar em uma prevenção mais 

efetiva em relação ao aumento nos níveis de ILs. Embora tenha sido observado um efeito 

parcial sobre estes marcadores, as antocianinas foram capazes de restabelecer a temperatura 

corporal em níveis basais (reduzir o quadro de hipotermia) e prevenir a piora da memória 

encontrada nos animais expostos ao LPS. Estes achados fortalecem a hipótese de que as 

antocianinas podem ser eficazes também na prevenção da piora da memória encontrada em 

quadros de neuroinflamação aguda (figura 9e). 

Tendo em vista que a desmielinização é um processo extremamente danoso aos 

axônios e estes fazem parte da estrutura de neurônios, foi avaliado neste estudo se a 

toxicidade do BE era exclusiva para células gliais e se a desmielinização poderia ter causado a 

morte de neurônios na ponte. Não foram encontradas evidências de alterações na viabilidade 
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dos neurônios na ponte pela coloração do violeta cresil. No entanto, foi notada uma alteração 

na morfologia destas células. Baseado nessas evidências, o BE não induziu a morte dos 

neurônios na ponte, mas sua toxicidade mediada por uma processo inflamatório local poderia 

levar ao comprometimento na funcionalidade destes neurônios. Em paralelo, podemos sugerir 

que as antocianinas foram capazes de proteger estes neuronios das alterações morfológicas 

induzidas pelo BE. 

Em relação ao modelo de LPS, foi possível observar uma fraca marcação na coloração 

de violeta de cresil, indicando que este modelo pode causar uma redução na viabilidade de 

neurônios, mas que deveriam ser confirmados através da imunohistoquimica para NeuN, um 

marcador clássico de neurônios. Nossos resultados demonstram uma imunoreatividade 

microglial, indicado pela marcação anti-CD11b. Um dos resultados mais promissores deste 

segundo protocolo foi que a dose de 100 mg/kg de antocianinas foi capaz de reduzir o 

aumento na marcação de CD11b nos animais expostos ao LPS (figura 9f). Estudos mostraram 

que a minociclina, um inibidor da micróglia, previne os efeitos da neuroinflamação induzida 

pela sepse em camundongos (MICHELS et al., 2015). Este estudo relata que a minociclina 

previne o estresse oxidativo tecidual, o aumento na produção de ILs e na permeabilidade da 

barreira hematoencefálica, (MICHELS et al., 2015). Pelo fato de a micróglia ser “o maestro” 

responsável pela “orquestra” dos processos neuroinflamatórios, este efeito das antocianinas 

em suprimir sua reatividade e também a produção de citocinas pro-inflamatórias denotam que 

estes fitonutrientes (antocianinas do mirtilo e da uva) podem ser considerados moléculas 

promissoras úteis para a neuroinflamação associada tanto aos processos desmielinizantes 

como demais patologias que acometem o SNC (figura 9). 
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Figura 9 – Desmielinização e Neuroinflamação: Efeito protetor das antocianinas sobre os 

parâmetros comportamentais, morfológicos e bioquímicos analisados 

 

 

Neste estudo, nossos resultados são pioneiros em definir um benéfico papel destes 

compostos em modelos que mimetizam eventos encontrados na EM. Em uma perspectiva 

futura, a fim de fortalecer a compreensão do papel das antocianinas na EM, intencionamos 

realizar estudos voltados a encefalomielite autoimune experimental (EAE). A EAE é 

A) A) 

B) B) 

C) C) 

D) 

E) 

F) 
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atualmente o padrão-ouro para estudos experimentais focados na EM uma vez que consiste na 

indução de uma autoimunidade nos roedores. Desta forma, o sistema imune destes animais 

passa a destruir a própria bainha de mielina. O evento se caracteriza pela inflamação tecidual 

na região lombar medular e consequente destruição de células de Schawnn e representa um 

importante passo para desvendar o papel das antocianinas em estudos in vivo envolvendo a 

EM em animais. 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5 CONCLUSÃO 

 
 





 

 

5 CONCLUSÕES 

 

 

1) Antocianinas foram capazes de neutralizar espécies reativas em modelos de indução 

de estresse oxidativo e nitrosativo in vitro reduzindo do conteúdo de malondialdeído, 

proteína carbonil e nitritos e nitrato na ponte de ratos. 

2) Antocianinas suprimem a produção de mediadores pró-inflamatórios e de estresse 

oxidativo e nitrosativo induzidos pela desmielinização e neuroinflamação em 

roedores. 

3) Antocianinas previnem alterações na morfologia de neurônios submetidos a 

neuroinflamação e a desmielinização experimental. 

4) Antocianinas previnem a infiltração de neurtrófilos no encéfalo de roedores 

submetidos a neuroinflamação e a desmielinização experimental. 

5) Antocianinas protegem a redução na atividade da Na
+
,K

+
-ATPase em ratos 

desmielinizados, porém não previne a redução na atividade desta enzima em animais 

submetidos a neuroinflamação pelo LPS. 

6) Antocianinas protegem a desmielinização induzida pelo BE na ponte de ratos.  

7) Antocianinas reduzem a imunonoreatividade microglial induzida pelo LPS no 

hipocampo de camundongos.  

8) Antocianinas previnem a piora da memória de camundongos submetidos a 

neuroinflamação experimental induzida por LPS. 

 

Baseado nas conclusões acima, pode-se observar um papel neuroprotetor das 

antocianinas nos modelos experimentais estudados. Através destas evidências, as antocianinas 

podem atuar como importante agente terapêutico adjuvante contribuindo na prevenção ou 

proteção dos efeitos deletérios encontrados em doenças desmielinizantes e/ou 

neuroinflamatórias. 
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Resumo 

A isquemia cerebral é um evento patológico no qual o sistema nervoso está sujeito a 

uma redução no suporte de oxigênio e glicose (OGD) em virtude de uma piora no fluxo 

sanguíneo.Além da deficiência de glicose e oxigênio, a hiperestimulação de receptores 

glutamatérgicos já foi relacionada com a morte induzida em processos isquêmicos e 

antagonistas seletivos para AMPA e NMDA são capazes de reverter os efeitos deletérios 

induzidos pela OGD. Antocianinas (ANT) são fitonutrientes distribuídos em vegetais e 

evidências apontam seus efeitos benéficos em modelos experimentais que mimetizam 

diversas doenças neurológicas. No entanto estudos que apresentem os alvos moleculares e 

mecanismos protetores das antocianinas perante processos excitotóxicos ainda não foram 

elucidados. O foco deste estudo foi investigar os mecanismos protetores das ANT obtidas da 

casca da uva em modelos experimentais in vitro para isquemia cerebral. Para isto culturas de 

neurônios de hipocampo foram expostas a insultos excitotóxicos induzidos pela 

hiperestimulação de receptores de glutamato e pela OGD. A mortalidade neuronal foi 

investigada pela liberação da enzima lactato desidrogenase (LDH) e pela morfologia nuclear 

utilizando corantes de núcleo Hoesch e Iodeto de Propídeo (PI). Através de técnicas de 

Western-Blot foram avaliados a expressão e fosforilação de diferentes cinases envolvidas em 

vias de sinalização que regulam a morte e a sobrevivência celular. Os resultados preliminares 

mostraram que as ANT foram capazes de reverter o aumento na liberação da LDH e o 

aumento no número de células mortas por apoptose induzidos pela OGD até 6 horas pós 

insulto. As ANT também foram capazes de reverter o aumento na liberação de LDH induzido 

por AMPA e por NMDA. Estes compostos reverteram o aumento no número de células 

mortas por apoptose e por necrose primária induzida pelo NMDA. Um dos grandes achados 

deste estudo mostrou que as ANT também foram capazes de reveter o aumento no número de 

células mortas por necrose secundária. Estes resultados nos mostram que a as ANT são 

capazes de reduzir a morte neuronal nestes modelos de excitotoxicidade. No entanto, a busca 

por evidências que venham a explicar como estes fitonutrientes agem no sistema nervoso 

ainda é pobremente descrito na literatura. O presente estudo ainda está em processo de 

desenvolvimento e as vias de sinalização envolvidas nestes processos seguem sendo 

investigadas. Com estes achados, pretende-se esclarecer os mecanismos de ação das ANT 

contribuindo assim, na busca por tratamentos coadjuvantes que possam auxiliar na prevenção 

ou reversão de danos neuronais frente a processos isquêmicos. 

Palavras chave: Isquemia, Toxicidade, Hipocampo, Antocianinas. 
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Introdução 

 

A isquemia cerebral é um evento patológico no qual o sistema nervoso está sujeito a 

uma redução no suporte de oxigênio e glicose em virtude de uma piora no fluxo sanguíneo. 

Esta ineficiência na manutenção e suporte de nutrientes e gases ao tecido culmina em 

alterações bioquímicas em funções vitais aos neurônios levando a injúria celular. Em relação 

a isquemia cerebral global, sabe-se que os neurônios do hipocampo, especialmente os 

neurônios piramidais da região CA1, são mais suscetíveis aos danos ocasionados pelo 

processo isquêmico o qual ocasiona uma morte bastante acentuada nestas populações de 

células horas ou dias após o insulto. O intervalo entre o insulto isquêmico e o aparecimento 

dos primeiros sinais clínicos tem sido alvo de estudo em virtude da ativação de genes e vias 

de sinalização que podem contribuir para a sobrevivência celular; ou para uma morte dos 

neurônios (PAPADOPOULOS; GIFFARD; BELL, 2000a; b; FERNANDES et al., 2014). Um 

grande esforço no meio científico tem sido feito para a identificação de genes e vias de 

sinalização que participam na resposta das células do hipocampo frente a isquemia cerebral 

global isquemia in vivo. Em paralelo, a isquemia cerebral global pode ser simulada in vitro 

através da privação de glicose e oxigênio (OGD) em culturas primárias de hipocampo ou 

fatias organotípicas (FALCAO et al., 2007; FERNANDES et al., 2014; VIEIRA et al., 2014). 

Neste sentido, embora se admita que várias funções celulares estão comprometidas, a 

compreensão de como este processo correlaciona-se com a morte seletiva e retardada de 

neurônios do hipocampo ainda é incerto. A busca por mecanismos que expliquem estes 

eventos requerem investigações em nível molecular, o que é mais facilmente realizados 

utilizando modelos in vitro.  

Recentemente, foi descrito que a OGD modifica a expressão tanto de genes de 

sobrevivência e morte celular, como uma variedade de genes que regulam as funções 

sinápticas (FERNANDES et al., 2014). Falhas na atividade sináptica é um dos eventos tardios 

presentes na isquemia cerebral. Dentre os fatores mais proemientes neste processo estão o 

desequilibrio energético ocasionado pela falta de O2 molecular e pela glicose, importante 

substrato para vias catabólicas (NORABERG et al., 2005; IIJIMA, 2006). Em adição, também 

se encontram a piora na despolarização neuronal e na sinalização dos neurotransmissores 

(KIM, Y. D. et al., 2002; HOFMEIJER; VAN PUTTEN, 2012). 

Dentre estes sistemas de neurotransmissão, destacam-se os receptores excitatórios 

AMPA e NMDA, importantes canais iônicos que atuam no sistema glutamatérgico. Tais 

receptores já foram relacionados com a morte, ou sobrevivência, de neurônios de hipocampo 
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induzidos pela OGD. Alterações na expressão da subunidade destes receptores já foram 

reportados; e em paralelo, antagonistas seletivos para AMPA e NMDA reverteram os efeitos 

deletérios induzidos pela OGD (FERNANDES et al., 2014; VIEIRA et al., 2014). Embora 

não se saiba realmente o envolvimento destes receptores para a evolução do dano induzido 

pela OGD em neurônios, a ativação do sistema glutamatérgico assume um importante 

envolvimento com a evolução da morte neuronal uma vez que inibidores destes receptores 

apresentam efeito protetor sobre a sobrevivência celular por reduzir as correntes de Ca
2+

 e a 

excitotoxicidade (NOH et al., 2005; FERNANDES et al., 2014). 

Em 2006, um dos primeiros estudos com antocianinas mostrou seu efeito protetor em 

células PC12 submetidas a OGD e num modelo de isquemia global em ratos (KANG et al., 

2006). Mesmo sem um mecanismo traçado, Kang e colaboradores (2006) verificaram que a 

cianidina-3-O-β-d-glucopiranosídeo isolada da mulberry, fruta semelhante a amora brasileira, 

reduziu a morte de células PC12 e de populações neuronais em ratos frente a OGD. Em 

seguida, uma outra antocianina, a cianidina-3-O-glicosídeo, foi utilizada experimentalmente 

por Min (MIN et al., 2011) perante a isquemia cerebral focal. Tal procedimento utiliza de uma 

oclusão da artéria cerebral. Min e colaboradores (2001) corroboraram os achados anteriores, e 

mostraram que 2 mg/kg de antocianinas induzem uma melhora nos sinais clínicos 

comportamentais apresentados pelos roedores, uma redução na área do infarto e uma melhora 

na atividade de enzimas antioxidantes.  

As antocianinas são fitonutrientes que possuem grupos fenólicos em sua estrutura 

química e estão distribuídas amplamente em frutas e vegetais. Estudos com estes compostos 

focando a neurotoxicidade e proteção ganharam força nos últimos anos; e evidências de seus 

efeitos benéficos começaram a ser relatados perante modelos que mimetizam diversas 

condições patológicas. Por exemplo, antocianinas são capazes de proteger neurônios de 

hipocampo contra a toxicidade e a apoptose induzida por ácido kaínico (ULLAH; PARK; 

KIM, 2014), contra os efeitos deletérios em modelos in vitro e in vivo para Parkinson (KIM, 

H. G. et al., 2010; ROGHANI et al., 2010; STRATHEARN et al., 2014; SUBASH et al., 

2014) e para doença de Alzheimer (SHIH et al., 2010; HO et al., 2013; QIN; ZHANG; QIN, 

2013; VEPSALAINEN et al., 2013; BADSHAH; KIM; KIM, 2014; GUTIERRES et al., 

2014) 

Conforme descrito acima, os achados obtidos através de estudos prévios com 

antocianinas têm apontado um importante papel deste fitonutriente. No entanto os alvos 

moleculares e mecanismos protetores ainda não foram elucidados. Desta forma, o presente 

estudo visa investigar as propriedades protetoras in vitro das antocianinas em culturas 
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primárias de neurônios de hipocampo e encontrar evidências sólidas que contribuam para 

explicar como as antocianinas atuam na prevenção ou reversão de danos frente a processos 

isquêmicos. 

 

Material e Métodos 

 

O presente estudo está sendo desenvolvido no Laboratório de Sinapses 

Glutamatérgicas e Morte Neuronal do Centro de Neurociências e Biologia Celular da 

Universidade de Coimbra (Portugal). 

 

Culturas primárias de neurônios de hipocampo 

As culturas primárias de neurônios de hipocampo foram preparadas conforme 

previamente descrito (CALDEIRA et al., 2007). Foram utilizados embriões de ratos Wistar de 

18-19 dias. Após o isolamento, os hipocampos foram incubados com tripsina (0,06%, 15 min, 

37 °C; GIBCO Invitrogen) e desoxirribonuclease I (5,36 mg/mL), em meio de Hanks isento 

de Ca
2+

 e Mg
2+

 (Hanks: 5,36 mM KCl; 0,44 mM KH2PO4; 137 mM NaCl; 4,16 mM 

NaHCO3;0,34 mM Na2HPO4.2H2O; 5 mM glicose; 1 mM piruvato de sódio; 10 mM HEPES e 

0,001% fenol vermelho). Os hipocampos foram lavados com meio de Hanks contendo 10% 

de soro fetal bovino para parar a atividade da tripsina. Em seguida, os hipocampos foram 

transferidos para o meio Neurobasal (GIBCO Invitrogen) acrescido de suplemento 27 

(diluição 1:50; GIBCO Invitrogen), 25 μM glutamato, 0,5 mM glutamina e 0,12 mg/mL 

gentamicina). As células foram dissociadas nesta solução e entao transferidas para placas de 

cultura com 24 poços (91,6×10
3
 células/cm

2
), revestidas com poli-D-lisina (0,1 mg/mL). As 

culturas foram mantidas em incubadora com 5% CO2/95% ar atmosférico, a 37 °C, por 15 

dias. 

 

Estímulos excitotóxicos por agonistas glutamatérgicos  

As culturas foram estimuladas com 100 μM de AMPA ou 100 μM de NMDA (Sigma) 

em solução basal (134 mM NaCl; 4 mM KCl; 1,4 mM MgCl2; 2,5 mM de CaCl2; 6 mM de 

glucose; 10 mM de HEPES) por 20 minutos (exposição) e em seguida incubadas com o 

tampão de cultura original (isento de AMPA e NMDA) por 240 minutos (incubação). A 

estimulação pelo NMDA foi realizada na ausência de Mg
2+

, para avaliar uma resposta 

neuronal máxima. A presença de antocianinas (100 µg/mL) nos meios foi variada e está 

descrita conforme os protocolos abaixo. A concentração escolhida foi baseada numa curva de 
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concentração em que não se observa alterações na viabilidade neuronal (liberação da lactato 

desidrogenase): 

a) Presença de antocianinas somente durante o estímulo com agonistas 

glutamatérgicos (exposição). 

b) Presença de antocianinas durante o estímulo com agonistas glutamatérgicos 

(exposição) e o período pós-insulto (incubação). 

c) Presença de antocianinas somente durante o período pós-insulto (incubação). 

d) Presença de antocianinas somente uma hora pós-estímulo com agonistas, durante o 

período pós-insulto (incubação). 

 

Privações de glicose e oxigênio (OGD) 

O protocolo experimental foi baseado em estudos prévios (FERNANDES et al., 2014; 

VIEIRA et al., 2014). Neurônios do hipocampo foram incubados em meio sem glicose (116 

mM NaCl, 25 mM de sacarose, 10 mM de Hepes, 5,4 mM KCl, 0,8 mM de MgSO4, 1 mM de 

NaH2PO4, 1,8 mM de CaCl2, 25 mM de NaHCO3) sob atmosfera anaeróbica (10% de H2, 

85% de N2, CO2 a 5%; Forma de Sistema Anaeróbio, Thermo Fisher Scientific) a 37°C 

durante 2 horas (exposição). Após o insulto induzido pela OGD, o tampão foi substituído pelo 

meio de cultura já condicionado pelas células, o qual permaneceu sob condições de 

humidificação de 5% de CO2/95% de ar atmosférico. Este período pós-insulto foi de 24 horas 

(incubação). Neurônios controles foram incubados no mesmo tampão acima descrito, 

suplementado com 25 mM de glicose (na ausência de sacarose), e mantidos sob 

humidificação de 5% de CO2/95% de ar na incubadora a 37°C. A presença de antocianinas 

ocorreu conforme os protocolos descritos abaixo: 

a) Presença de antocianinas durante o estímulo ODG (exposição) e durante o período 

pós-insulto (incubação). 

b) Presença de antocianinas somente no período pós-insulto (incubação). 

c) Presença de antocianinas somente durante o estímulo ODG (exposição). 

d) Presença de antocianinas durante o estímulo OGD (exposição) e nas primeiras 4 

horas no período pós-insulto (incubação). 

e) Presença de antocianinas somente nas primeiras 4 horas no período pós-insulto 

(incubação). 

f) Presença de antocianinas num intervalo de 6 horas, 6 horas pós-estímulo 

(incubação). 
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Análises da Morfologia Nuclear 

Para a análise da morfologia nuclear, os procedimentos seguiram metodologia descrita 

previamente (FERNANDES et al., 2014; VIEIRA et al., 2014). Os neurônios foram fixados 

24 horas após a OGD a temperatura ambiente em 4% sacarose/4% paraformaldeído preparado 

em solução PBS e incubado com reagente fluorescente Hoechst 33342 (1 mg/ml, Molecular 

Probes) for 15 min. As lamelas foram montadas sobre laminas de vidro com Dako mounting 

médium (Thermo Scientific) e examinados com auxílio de Zeiss Axiovert 200 fluorescence 

microscope. As células permeáveis e o DNA corado pelo Hoechst 33342 apresentam núcleo 

com tamanho normal, regular e fluorescência difusa azul, enquanto que células danificadas 

apresentam coloração azul intenso, núcleos picnóticos com cromatina condensada e 

fragmentada. Os experimentos foram realizados em triplicata e aproximadamente 400 células 

foram contadas em campos ópticos selecionados randomicamente. A morte celular foi 

expressa como a percentagem de células mortas em relação ao número total de células 

contadas.  

 

Diferenciações entre necrose primária e secundária e apoptose 

O protocolo experimental foi baseado no seguinte estudo prévio (VIEIRA et al., 2014). 

Para esse efeito, os neurônios foram incubados com corantes nucleares como iodeto de 

propídio (PI, 2 µg/mL) e Hoechst 33342 (2 µg/mL) durante 15 min a 37°C. Em seguida, as 

células foram analisadas imediatamente sob microscopia de fluorescência para a incorporação 

de PI e condensação da cromatina. As membranas celulares são impermeáveis à PI, assim, 

este corante só penetra as células mediante vazamento de membrana. Assim, PI é considerado 

como um marcador necrótico, uma vez que poros na membrana é uma das principais 

características de morte celular por necrose. Quando usado em um sistema primário de 

cultura, deveríamos considerar que algumas células que ativam apoptose podem sofrer 

necrose secundária. Por esta razão, não poderíamos atribuir a captação de PI apenas a necrose 

primária. Por outro lado, as células são permeáveis ao corante Hoechst 33342, servindo para 

analisar a morfologia nuclear, pontos de condensação da cromatina e a picnose, que 

classificam as células como mortas por apoptose. Para a morte neuronal semelhante a necrose, 

foram considerados células que são positivas para a coloração de PI, mas na ausência de 

picnose. Pelo menos 500 células foram contadas em cada lamela. Os resultados foram 

expressos como a percentagem de morte celular por necrose (PI positiva sem picnose/número 

total de células) ou a percentagem de morte celular tipo-apoptose (núcleos tipo-

apoptose/número total de células). 
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Ensaios da liberação e atividade da lactato desidrogenase (LDH) 

O procedimento experimental ocorreu de acordo com estudos prévios (LOBO et al., 

2011). Para o ensaio, o meio condicionado foi coletado após os tempos indicados de 

incubação após a exposição aos agonistas, OGD ou condições controles. A atividade da LDH 

foi determinada usando um kit comercial (CytoTox 96 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay, 

Promega, Madison, WI), conforme indicado nas instruções dos fornecedores. A percentagem 

de LDH liberada foi determinada como a razão entre a atividade da LDH no meio extracelular 

e a atividade da LDH total, obtida após a lise completa com triton x-100. A percentagem de 

células mortas foi calculada relativamente para células tratadas com o tampão de lise, sendo 

considerado como 100%. Todos os experimentos foram realizados em triplicata, em 

experimentos independentes. 

 

Preparo da amostra, SDS-PAGE e Western blotting  

  O preparo das amostras foi realizado de acordo com estudos prévios (Caldeira et al., 

2007 a,b). A análise de Western blot foi realizada pelo sistema Bio-Rad. As proteínas foram 

detectadas e analisadas com os softwares Molecular Imager VersaDoc 3000 e Quantity One 

(Bio Rad, USA). Resumidamente, as proteínas foram separadas por SDS-PAGE em gel de 

poliacrilamida 10%, transferidas para membrana de PVDF e, em seguida, inicia-se a 

imunoblotagem. Os blotes serão incubados com anticorpos primários (overnight a 4 °C), 

lavados e incubados com anticorpos secundários (diluição 1:20.000; 1 hora a temperatura 

ambiente). Os anticorpos primários foram destinados para os seguintes alvos moleculares: 

expressão e fosforilação da JNK; expressão e fosforilação da c-Jun; expressão e fosforilação 

do NF-kB p65; expressão e fosforilação da p38; expressão e fosforilação da AKT; expressão e 

fosforilação da ERK; expressão e fosforilação da CaMKII-α; expressão e fosforilação da 

GSK3-β. 

 

Alvos moleculares  

 Os alvos moleculares investigados neste estudo foram: expressão e fosforilação da 

JNK; expressão e fosforilação da c-Jun; expressão e fosforilação da p38; expressão e 

fosforilação da AKT; expressão e fosforilação da ERK; expressão e fosforilação da CaMKII 

alfa ; expressão e fosforilação da GSK3-Beta. 
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Análise Estatística 

Os dados foram submetidos à análise de variância de uma ou duas vias (ANOVA), 

utilizando o teste post-hoc adequado com 95% de significância (p<0,05). Os valores foram 

expressos como a média ± S.E.M.  

 

Resultados e Discussões 

 

Antocianinas previnem a liberação da LDH e apoptose celular em cultura de neurônios 

de hipocampo submetidos a OGD 

A figura 1 mostra o efeito dos tratamentos com antocianinas 100 µg/ml e o estímulo 

OGD sob a liberação da enzima LDH em diferentes protocolos de exposição (exposure) e 

incubação (incubation) (A-G). Pode-se observar no gráfico A que a incubação com 

antocianinas durante as 2 horas de exposição e 24 horas de incubação mostrou-se excitotóxica 

para os neurônios de hipocampo. O mesmo efeito foi visto no gráfico B onde antocianinas 

presentes durante 24 horas de incubação também são excitotóxicas. No gráfico C a presença 

de antocianinas 12 horas pós-estímulo não apresentou excitotoxicidade, mas também não foi 

capaz de reverter o efeito induzido pela OGD. Baseado nestes achados os tempos de 

incubação com antocianinas foram reduzidos e voltados para um intervalo de tempo mais 

próximo ao insulto.  

No gráfico D pode-se perceber que a presença de antocianinas somente durante 2 

horas de estímulo foi capaz de previnir o aumento na liberação da LDH induzido pela OGD. 

O mesmo efeito foi notado quando as antocianinas estiveram presentes no estímulo e 4 horas 

pós-estímulo (E) e somente 4 horas pós-estímulo (F). Estes resultados mostram que as 

antocianinas protegem a morte de neurônios nas fases iniciais após OGD.  

Na tentativa de encontrar uma janela temporal mais distante ao processo de OGD no 

qual exista uma proteção das antocianinas, foram realizadas incubações de antocianinas 6 

horas pós OGD, durante 6 horas (um intervalo curto com a presença de antocianinas afim 

desta não se tornar excitotóxica). Pode-se notar no grafico G que as antocianinas podem 

previnir a morte de neurônios até 6 horas pós OGD. Este mesmo protocolo foi realizado para 

os estudos de morfologia nuclear para complementar os achados obtidos com a liberação da 

LDH. Pode-se perceber que as antocianinas reverteram o aumento no número de células 

mortas para o corante Hoescht 33343. Pela análise morfológica nuclear também se notou uma 

morte com padrão de apoptose. Além disto, as antocianinas reduziram o número de núcleos 

picnóticos e marcados intensamentes pelo corante. 
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Antocianinas previnem a liberação da LDH em cultura de neurônios de hipocampo 

submetidos a insultos excitotóxicos induzidos por AMPA e NMDA 

 A figura 2 mostra que antocianinas nas concentrações entre 1-100 µg/mL por 2 horas 

não aumentam a liberação de LDH per se. A figura 3 mostra a liberação da LDH após a 

exposição com AMPA (A-D) e NMDA (E-H). Pode-se observar que a presença de 

antocianinas durante o estímulo de 20 minutos com os agonistas não foi capaz de previnir a 

liberação de LDH induzida por AMPA (A) e NMDA (E). A presença de antocianinas durante 

os 20 minutos de estímulo e 2 horas de incubação foi capaz de previnir o aumento na 

liberação de LDH induzida por AMPA (B) e NMDA (F). O mesmo efeito foi visto quando as 

antocianinas estiveram presentes somente nas 2 horas de incubação.  

Visto que as antocianinas conseguem previnir a morte induzida pelos agonistas, um 

último protocolo foi realizado afim de tentar encontrar uma janela temporal mais distante dos 

estímulos no qual as antocianinas continuam a impedir a morte neuronal. Foi encontrado que 

as antocianinas 2 horas após os estímulos conseguem reverter o aumento na liberação da LDH 

induzido por AMPA (D) e NMDA (H). 

 

Antocianinas previnem a indução de apoptose e necrose em cultura de neurônios de 

hipocampo submetidos a insultos excitotóxicos induzidos por NMDA 

 Visto que as antocianinas 2 horas após o estímulo com NMDA impedem a liberação 

de LDH, este protocolo foi utilizado para os estudos de morfologia nuclear. Além disto, a 

escolha do uso de NMDA foi baseada no fato de que este agonista apresenta excitotoxicidade 

superior ao AMPA. A figura 3 mostra que as antocianinas foram capazes de impedir o 

número de células mortas para o Hoescht 33342 (A). No entanto, a morfologia nuclear 

mostrou que o perfil de morte induzido pelo NMDA não segue um perfil somente apoptótico 

no qual os núcleos mostram-se picnóticos e intensamente corados pelo corante. Em virtude 

disso, foi realizado o uso concomitande de corantes Hoescht e iodeto de propídeo (PI), e foi 

possível determinar o tipo de morte relacionada aos estímulos com NMDA. 

 Pode-se perceber que as antocianinas reduziram o número de células PI positivas, ou 

seja, as antocianinas reduziram o número de células mortas por necrose. Em adição, também 

foi encontrado que as antocianinas reduziram o número de células com característica 

morfológica para necrose primária e secundária. 
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Antocianinas não apresentam afinidade por receptores NMDA. 

 A figura 5 mostra que concentrações até 100 µg/mL não deslocam o MK-801, 

mostrando a ausência de afinidade destes compostos para o receptor NMDA. 

 

Conclusão 

Os resultados preliminares mostram evidências promissoras sobre a neuroproteção das 

antocianinas perante a morte induzida por agonistas glutamatérgicos e pela OGD. Dentre estes 

se destaca a capacidade destes compostos em reveter a morte induzida numa janela temporal 

distante ao momento do insulto. Antocianinas reveterm a morte pela liberação da LDH uma 

hora pós-estímulo via agonistas glutamatérgicos e até seis horas pós-OGD. A análise da 

morfologia nuclear corroborou com os resultados da liberação da LDH. Além disto, as 

antocianinas foram capazes de impedir que as células expostas ano NMDA tenham uma morte 

tipo-necrótica. A redução da necrose secundária mostra que as antocianinas impedem que as 

células que entram em processo apoptótico migrem pra um processo necrótico. Para ambos os 

protocolos experimentais (exposição ao NMDA e a OGD) serão investigados a expressão e 

fosforilação da JNK, expressão e fosforilação da c-Jun, expressão e fosforilação da p38, 

expressão e fosforilação da AKT, expressão e fosforilação da ERK, expressão e fosforilação 

da CaMKII-α e expressão e fosforilação da GSK3-β. O presente estudo segue em processo de 

desenvolvimento e a partir destas análises poderemos determinar possíveis alvos moleculares 

de ação das antocianinas na prevenção da morte celular.  

 

  



158 

 

Figura 1 

 

Legenda: Efeito da exposição de culturas de neurônios de hipocampo a antocianinas (ANT, 

100 µg/mL) e a insultos de deprivação de glicose e oxigênio (OGD, 2 horas) sobre a liberação 

da lactato desidrogenase (LDH): efeito das antocianinas durante o estímulo OGD e pós-

insulto (A); efeito das antocianinas somente pós-insulto (B) e 12 horas pós-insulto (C); efeito 

das antocianinas durante o estímulo OGD (D); efeito das antocianinas durante o estímulo 

OGD e 4 horas pós-insulto (E); efeito das antocianinas somente 4 horas pós-insulto (F) e 

efeito das antocianinas 6 horas pós-insulto (G). Morfologia nuclear de neurônios submetidos a 

OGD e expostos com antocianinas num intervalo de 6 horas, 6 horas pós estímulo (H). Seta 

fechada aponta núcleos considerados como controle. Seta aberta representa núcleos 

considerados apoptóticos. *Denota diferença significativa em relação ao grupo veículo. 

#Denota diferença significativa em relação ao grupo OGD. Anova de duas vias seguido pelo 

post-hoc de Bonferroni (n=4/10).  
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Figura 2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Efeito da exposição de culturas de neurônios hipocampais com diferentes 

concentrações de antocianinas (ANT, 1-100 µg/mL) durante o 20 e 240 minutos sobre a 

liberação da lactato desidrogenase (LDH). Anova de uma seguido pelo post-hoc de Student 

Newman Keuls (n=3). 
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Figura 3 

 

Legenda: Efeito da exposição de culturas de neurônios de hipocampo com antocianinas 

(ANT, 100 µg/mL) e a insultos pelos agonistas glutamatérgicos (AMPA ou NMDA, 100 µM, 

20 minutos) sobre a liberação da lactato desidrogenase (LDH): efeito das antocianinas durante 

o estímulo AMPA (A); efeito das antocianinas durante o estímulo AMPA e pós-insulto (B); 

efeito das antocianinas somente pós-insulto (C) e efeito das antocianinas 1 hora pós-insulto 

(D); efeito das antocianinas durante o estímulo NMDA (E); efeito das antocianinas durante o 

estímulo NMDA e pós-insulto (F); efeito das antocianinas somente pós-insulto (G) e efeito 

das antocianinas 1 hora pós-insulto (H). *Denota diferença significativa em relação ao grupo 

veículo. #Denota diferença significativa em relação ao grupo AMPA/NMDA. Anova de duas 

vias seguido pelo post-hoc de Bonferroni (n=4/10). 
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Figura 4 

 

Legenda: Morfologia nuclear de neurônios submetidos a insultos por NMDA (100 µM, 20 

minutos) e expostos com antocianinas num intervalo de 1 hora, 1 hora pós-estímulo. Seta 

fechada aponta núcleos considerado como controle. Seta aberta representa núcleos 

considerados apoptóticos. →Representa núcleos considerados necróticos. *Denota diferença 

significativa em relação ao grupo veículo. #Denota diferença significativa em relação ao 

grupo NMDA. Anova de duas vias seguido pelo post-hoc de Bonferroni (n=4/10). 
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Figura 5 

 

Legenda: Efeito das antocianinas (1-100 µg/mL) e MK-801 (10 µM) sobre a ligação do [
3
H]-

MK-801 em membranas de cérebro de ratos. Dados expressos em média  erro padrão 

(n=3/duplicata). ***p<0.001 comparado ao grupo veículo (Teste T de Student).
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