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AVALIACAO DO EFEITO NEUROPROTETOR DO EXTRATO HIDROETANOLICO DE
PROPOLIS VERMELHA EM MODELO ANIMAL PARA ESTUDO DA DOENCA DE
PARKINSON

Dayse Roséangela Santos Marques
RESUMO

As caracteristicas fisiopatoldégicas doenca de Parkinson (DP) incluem o estresse
oxidativo, neuroinflamacdo e apoptose. O extrato hidroalcodlico de préopolis vermelha
(EHVP) apresenta propriedades antioxidante, anti-inflamatoria e neuroprotetora contra leséo
de nervo ciético periférico em ratos. Este trabalho se propds a avaliar o efeito neuroprotetor
do EHPV contra a lesdo da via dopaminérgica nigroestriatal induzida por aplicacao
intracerebral de hidroxidopamina (6-OHDA) em roedores. O EHPV foi caracterizado
guimicamente por cromatografia liquida de alta eficiéncia. O estudo foi aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Tiradentes (CEUA, protocolo
namero 170610). Ratos Wistar machos (250 + 50 g) foram anestesiados (cetamina/xilazina,
1 mL / 100 g) e receberam microinjecéo intraestriatal unilateral de solucéo salina contendo
acido ascorbico (0,02%, grupo sham) ou 6-OHDA (20 ug/2 ul, grupo leséo) nas coordenadas
estereotaxicas AP: 1,2; VL: 2,5 e DV: 5,0 em relagdo ao Bregma. Os roedores foram
tratados com veiculo (Tween 80, 2% em agua destilada, 1 ml) ou EHPV (10 e 50 mg/kg) por
via oral durante duas semanas apoés a lesao, em dias intercalados a partir o dia da cirurgia.
A eutanasia em camara de CO; foi realizada no 28° dia, para remog¢édo dos encéfalos que
foram fixados em formalina e embebidos em parafina. Sec¢gbes (5 um) do estriado e
substancia negra compacta (SNc) foram coradas por imunohistoquimica para tirosina-
hidroxilase (TH), marcador de neurénios dopaminérgicos. O método indireto avidina-biotina-
peroxidase (ABC) foi empregado antes da revelagdo com diaminobenzidina. Imagens das
regibes de interesse foram obtidas com um microscépio Optico acoplado a camara
fotogréafica e microcomputador. Foi quantificado o nimero médio de neurdnios positivos para
TH na SNc bilateralmente (aumento de 100X), enquanto a inervacao estriatal foi avaliada
por densitometria 6ptica (aumento de 40X). Ao menos trés campos em cada plano
rostrocaudal das estruturas foram registrados. Os dados foram expressos como
porcentagem em relagdo ao lado intacto e as comparagfes entre os tratamentos foram
feitos por meio de ANOVA de uma via seguido por teste post-hoc de Tukey (P <0,05). Na
composi¢cdo quimica foram identificados os compostos neuroprotetores daidzeina (3,1
mg/g), formononetina (6,3 mg/g), liquiritigenina (10 mg/g) e biochanina A (7,2 mg/g). No
ensaio biolégico, o numero médio de neurdnios remanescentes na SNc foi reduzido apés
lesdo (60,4% * 2,7) e os valores foram significativamente aumentadas quando administrado
o EHPV a 10 mg/kg (grupo leséo tratado com EHPV 10 mg/kg: 88,9% * 6,1; grupo leséo
tratado com EHPV 50 mg: 81,4% + 3,3; Fs31 = 5,50, p = 0,0042). A inervagdo dopaminérgica
também foi preservada pela administragdo de HERP 10 (grupo lesdo tradado com veiculo:
85,6% + 1,9; grupo lesédo tratado com HERP 10 mg: 100,4% * 6,8; grupo leséo tratado
HERP 50 mg: 89,4% + 3,4; F3-54 = 6,84, p = 0,0006). Em concluséo, o EHPV a 10 mg/kg,
rico em isoflavonas, mostrou efeito protetor contra a lesdo dopaminérgica induzida pela 6-
OHDA e pode representar um agente promissor para o tratamento de doencas
neurodegenerativas.

Palavras-chave: 6-OHDA, isoflavonas, tirosina hidroxilase.

viii



UNIVERSIDADE TIRADENTES )
DISSERTACAO DE MESTRADO EM SAUDE E AMBIENTE — Dayse Roséngela Santos Marques

NEUROPROTECTIVE EFFECTS OF RED PROPOLIS HYDROALCOHOLIC
EXTRACT IN A RAT MODEL OF PARKINSON’S DISEASE.

Dayse Roséngela Santos Marques

ABSTRACT

The hallmarks of Parkinson’s disease (PD) physiopathology include oxidative stress,
neuroinflammation and apoptosis. The hydroalcoholic extract of red propolis (HERP) has
received great attention because of its antioxidant, anti-inflammatory and neuroprotective
actions, among others. In this work the neuroprotective effect of HERP against the
dopaminergic cell loss induced by hydroxydopamine (6-OHDA) in vivo was evaluated. The
HERP was chemically characterised by HPLC. The study was approved by the local ethical
committee (CEUA, protocol number 170610). Male Wistar rats (250 =+ 50 g) were deeply
anesthetized with ketamine/xylazine (1 mL/100g) and received unilateral intraestriatal
injection (stereotaxic coordinates AP: 1.2; VL: 2.5 and DV: 5.0 from Bregma) of ascorbate
saline (0.02%, sham group) or 6-OHDA (20 pg/2pl, lesion group). The rodents were treated
orally with vehicle (Tween 80, 2% in distillated water, 1 mL) or HERP (10 and 50 m/kg) for 2
weeks thereafter, every other day. The euthanasia was carried out at day 28 in a CO
chamber. The rat brains were removed, formalin-fixed and paraffin-embedded. The sections
(5 um) of striatum and substantia nigra pars compacta (SNc) were stained by
immunohistochemistry for tyrosine-hydroxylase (TH), a marker for dopaminergic neurons.
The Avidin-Biotin Complex (ABC) indirect method was employed before the revelation with
diaminobenzidine. Image analysis from the slices was performed with an optic microscope
coupled to a photographic camera and a personal computer. The mean number of TH
positive neurons in the SNc was bilaterally counted (100X magnification) while striatal
innervation was assessed by optical densitometry (40X magnification). For each rat, at least
three sections of three different plates in each structure were recorded for the analysis.
Histological data were expressed as percentage of the intact side and comparisons between
treatments were made through one way ANOVA followed by Tukey post-hoc (p < 0.05). In
the chemical composition they were identified the neuroprotective compounds daidzein (3.1
mg/g), formononetin (6.3 mg/g), liquiritigenin (10 mg/g) and biochanin A (7.2 mg/g). In the
biological assay, the mean number of TH reminiscent neurons in the SNc was reduced after
lesion but the values were significantly increased when HERP 10 mg/kg was administered
(values from sham, vehicle treated: 94.5% + 3.3; lesion, vehicle treated: 60.4% + 2.7; lesion,
HERP 10 mg: 88.9% * 6.1; lesion, HERP 50 mg: 81.4% % 3.3; F3z31 = 5.50, p = 0.0042). Also
the dopaminergic innervation was preserved by HERP 10 mg/kg (sham, vehicle treated:
107.7% = 4.2; lesion, vehicle treated: 85.6% + 1.9; lesion, HERP 10 mg: 100.4% + 6.8;
lesion, HERP 50 mg: 89.4% + 3.4; F3.54= 6.84, p = 0.0006). Thus, the HERP at 10 mg/kg that
is rich in isoflavones was protective against dopaminergic loss induced by 6-OHDA. It can
be, therefore, a promising agent for the treatment of neurodegenerative diseases.

Key-words: 6-OHDA, isoflavones, tyrosine hydroxylase
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1 INTRODUCAO

A doenca de Parkinson (DP) é uma desordem neurodegenerativa cronica que afeta 1%
da populacido acima de 55 anos. E caracterizada pela perda de neurénios dopaminérgicos
na parte compacta da substancia negra com consequente deplecdo de dopamina (DA) no
nacleo estriado (WIRDEFELDT et al., 2011; MUANGPAISAN et al., 2011).

As manifestaces fisioldégicas decorrentes da disfuncdo dopaminérgica no circuito dos
nacleos da base incluem tremores, bradicinesia, reflexos posturais anormais, rigidez,
acinesia e instabilidade postural. Estas alteragcdes motoras podem ser acompanhadas por
sintomas ndo motores, tais como déficits olfativos, prejuizo do sono e distlrbios
neuropsiquiatricos (DEXTER, JENNER, 2013; CHAUDHURI, SCHAPIRA, 2009).

Ainda ndo existem tratamentos efetivos para esta doenca progressiva e debilitante. O
precursor dopaminérgico Levodopa tem sido utilizado para tratar os sintomas da DP, mas o
tratamento a longo prazo induz o surgimento de anormalidades motoras chamadas
discinesias (HAUSER et al., 2007; BASTIDE et al., 2015). Dessa forma, faz-se necessaria a

busca por novas estratégias visando a interrup¢ao da morte neuronal.

Embora a etiologia da DP ainda ndo seja completamente esclarecida (OBESO et al.,
2010), tem sido reportado que eventos bioquimicos que envolvem o estresse oxidativo,
anormalidades da funcdo mitocondrial, neuroinflamacdo, apoptose e exitotoxicidade
(LESZEK et al., 2016; RYAN et al., 2015) estdo relacionados a iniciacdo e progressao da
doenca (BLESA et al., 2015).

Um interesse crescente tem sido dedicado ao uso de produtos de origem natural para
tratamento ou prevencdo da DP. Considerando-se a fisiopatologia desta doenca, produtos
naturais e seus componentes bioativos que reduzem a formacdo de mediadores pro-
inflamatorios e/ou a formagdo de espécies reativas de oxigénio podem promover
neuroprotecdo, como ja observado experimentalmente para os extratos provenientes dos
géneros Alpinia, Astragalus, Ginkgo e Pueraria, entre outros (SCHMITT et al., 2011; LI et al.,
2013).

A propolis vermelha é um produto natural de origem apicola encontrado na Nordeste do
Brasil. Estudos utilizando extratos da prépolis vermelha mostraram que este composto
exerce agdo antioxidante (CABRAL et al., 2009; FROZZA et al., 2013), e anti-inflamatéria
(LIMA CAVENDISH et al., 2015), além de apresentar atividades anticancerigena (PINHEIRO
et al., 2014; RIBEIRO et al., 2015), cicatrizante (ALMEIDA et al., 2013; SOUZA et al., 2013),
antimicrobiana (BISPO JUNIOR et al., 2012), antifangica (PIPPI et al., 2015) e citotdxica

10
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contra células tumorais (FRANCHI et al., 2012). Também foi observada acao neuroprotetora
do extrato hidroetandlico de propolis vermelha (EHPV) apds lesdo de nervo periférico
(BARBOSA et al., 2015) e lesdo medular (DOS SANTOS, 2013) em ratos.

As acdes biologicas do EHPV sdo comumente associadas a grandes quantidades de
flavondides como a biochanina A, formononetina, isoliquiritigenina, rutina, liquiritigenina,
daidzeina, quercetina, dalbergina e pinocembrina em sua composi¢cao quimica (DAUGSCH
et al.,, 2007; SILVA et al., 2008; AWALE et al., 2008). Destaca-se que alguns destes
compostos apresentaram acao neuroprotetora in vivo frente a isquemia e trauma cerebral
como a formononetina (LIANG et al., 2014; ZHU et al., 2014; LI et al., 2014), a daidzeina
(ARAS et al., 2015) e a biochanina A (WANG et al., 2015).

Portanto, considerando as propriedades quimicas, antioxidante, anti-inflamatéria e
neuroprotetora da prépolis vermelha, suscita-se como hip6tese que o EHPV possa diminuir
a morte neuronal dopaminérgica, tal como ocorre na DP. Assim, o presente trabalho se
propds a avaliar o efeito neuroprotetor do tratamento oral com EHPV apds lesdo da via
nigroestriatal por aplicacdo de 6-OHDA em ratos. Este modelo animal tem sido util para
esclarecer os mecanismos de morte celular e avaliar estratégias terapéuticas para a doenca,
além de reproduzir os principais processos celulares da DP, como o estresse oxidativo,
neurodegeneracdo progressiva, neuroinflamacdo e morte por apoptose (BLESA et al.,
2012).

11
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL:
Avaliar o efeito neuroprotetor do tratamento oral com EHPV sobre a morte neuronal

dopaminérgica em modelo experimental para estudo da DP.

2.2 ESPECIFICOS:

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Caracterizar quimicamente o EHPV obtido da prépolis vermelha de Sergipe por meio de
andlise cromatografica, a fim de identificar principais compostos bioativos;

Avaliar o efeito do tratamento com EHPV sobre a quantidade de neurénios
dopaminérgicos remanescentes e sobre a densidade de inervagdo dopaminérgica apos

leséo, por meio de andlise imunohistoquimica.

12
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 Doenca de Parkinson: quadro clinico e epidemioldgico

A doenca de Parkinson (DP) foi relatada pela primeira vez em 1755 a partir das
pesquisas do médico James Parkinson. A doenca foi denominada por Parkinson como
paralisia agitante, pois se caracteriza por movimentos trémulos involuntarios com reducéo
da for¢ca muscular, inclinacédo do tronco para frente e aceleracéo involuntaria da marcha, ou
festinacado (PARKINSON, 1817, 2002).

As manifestacdes clinicas da DP incluem ainda rigidez, acinesia, bradicinesia e
instabilidade postural (RODRIGUEZ-OROZ et al.,2011). Estas manifestaces motoras
podem ser acompanhadas por sintomas ndo motores, tais como déficit olfativo, prejuizo do
sono e distarbios neuropsiquiatricos (CHAUDHURI, SCHAPIRA, 2009). Dado o conjunto de
sintomas, a DP interfere negativamente na qualidade de vida dos individuos acometidos e
de seus familiares (NAVARRO-PETERNELLA, MARCON, 2010).

Atualmente, a DP é a segunda desordem neurodegenerativa crénica em prevaléncia
relacionada a idade (DEXTER; JENNER, 2013). Dados da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) revelam que a DP atinge 1 a 2% da populacdo acima de 65 anos, sendo que no
Brasil sua prevaléncia é de 3% e estima-se que 200 mil pessoas sofram com o problema.
Considerando-se o envelhecimento da populagéo - no Brasil estima-se que em 2050 havera
226 idosos de 60 anos ou mais para cada 100 criancas e adolescentes (IBGE, 2009) — este

quadro se torna ainda mais relevante.

As caracteristicas fundamentais da DP estdo associadas a disfungdes no circuito
neuronal dos nucleos da base, presentes no encéfalo, que tém como funcdo o
planejamento, iniciacdo, execucdo e finalizagdo de movimentos coordenados. A
denominacao nucleos da base se refere a cinco nucleos subcorticais interligados: caudado,
putdmen, globo palido (porcao interna e externa), nlcleo subtalamico e substancia negra
(parte compacta e reticulada). O globo palido localiza-se na lateral da capsula interna,
medialmente ao putamen, e divide-se em segmentos interno (GPi) e externo (GPe). Em
adicdo a esses agrupamentos neuronais telencefalicos, o ndcleo subtalamico (NSt) no
diencéfalo e a substancia negra no mesencéfalo também séo considerados como nucleos
da base (SCALZO; JUNIOR, 2009).

Neste circuito, os estimulos aferentes sao recebidos do cértex cerebral e os estimulos

eferentes sdo enviados através do talamo, de volta aos cértices pré-frontal, pré-motor e

14
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motor (QUIROGA-VARELA et al.,2013). O neoestriado (caudado e putamen) recebe
aferéncias do cortex sensorio-motor e constitui o principal ndcleo de entrada do circuito. Sua
atividade, que influencia os nucleos da saida e, por conseguinte, a facilitagdo ou inibicdo dos
movimentos, € regulada por conexdes aferentes da substancia negra parte compacta
(JUNIOR; FELICIO; PRADO, 2006), que sintetiza como neurotransmissor a dopamina
(JONES; AUSTEN-GODWIN, 2000).

Na DP ocorre degeneracdo de neurbnios dopaminérgicos na substancia negra
compacta (SNc) com consequente deplecdo de dopamina no neoestriado. Esta via é
chamada de nigroestriatal. Na auséncia de dopamina, € inibida a transmisséo que facilita os
movimentos (por meio da acdo da dopamina em receptores estriatais tipo D1), enquanto é
hiperativada a transmissdo que os inibe (por meio da acdo da dopamina em receptores
estriatais tipo D2) (CRUZ et al., 2011). Ocorre um bloqueio da ativacéo cortical pelo tdlamo e
0 cortex motor deixa de programar e comandar movimentos, com consequente acinesia,
rigidez muscular e diminuicdo dos movimentos, enquanto descargas dessincronizadas no
talamo levam a ocorréncia de tremores (DEJEAN et al., 2012; LENT, 2010).

A perda inicial de neurbnios dopaminérgicos na DP que promove o aparecimento dos
sintomas é da ordem de 60% a 70%, maior na camada ventrolateral da substancia negra
compacta, progredindo para as camadas medial, ventral e dorsal (PEREIRA et al., 2007).
Embora seja considerada uma afecgéo caracterizada por déficits do sistema dopaminérgico,
também ocorrem distlrbios nos sistemas colinérgico, serotoninérgico e noradrenérgico, uma
vez todos que estes neurotransmissores participam das vias de sinalizagdo dos nucleos da
base (JELLINGER; 2012).

Os neurbnios dopaminérgicos contém neuromelanina e, com a perda de neurdnios na
DP, essa regido sofre despigmentacgéo. Por este motivo, acredita-se que quanto mais clara a
substancia negra, maior é a perda de dopamina. A medida que a doenca progride e os
neurbnios se degeneram, eles desenvolvem inclusdes citoplasmaticas, que sé&o
denominados corpos de Lewy. A deposicdo da proteina alfa sinucleina, que forma os corpos
de Lewy e a redugdo na expressdo da enzima tirosina hidroxilase (enzima limitante da
sintese de dopamina) sdo marcas patolégicas da DP (ZUCCA et al., 2014; SOUZA, 2011).

3.2 Etiologia e Fisiopatologia da DP

A DP é uma doenca idiopatica, decorrente de varios fatores, que podem ser genéticos
ou ambientais e envolvem eventos como 0 estresse oxidativo, anormalidades da funcéo
mitocondrial, neuroinflamacao, apoptose e exitotoxicidade (RYAN et al., 2015; SOUZA et al,

2011). A exposicdo a agentes toxicos ambientais, principalmente pesticidas, metais e
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solventes pode levar a perda seletiva dos neurdnios dopaminérgicos na SNc através da
alteracdo dos mecanismos celulares envolvidos no desenvolvimento da DP, tais como a
disfuncdo mitocondrial, ativacdo da micréglia e inflamacéo, que convergem na producao de
estresse oxidativo (BLESA et al., 2015; CHIN-CHAN, NAVARRO, QUINTANILLA; 2015).

Em condic¢Bes fisioldgicas normais, existe um equilibrio entre a formacdo de espécies
reativas de oxigénio e sua eliminacdo pelo sistema de éxido-reducdo. O estresse oxidativo
se da quando ha um desequilibrio entre producdo e eliminacdo com tendéncia para
predominio de producdo e é causa de dano neuronal observado em varias doencas
neuroldgicas incluindo a DP (MOSLEY et al, 2006). E definido como a situacdo na qual a
formacao de espécies reativas (de oxigénio, nitrogénio, etc.) excede a capacidade de defesa
antioxidante e de reparo da célula, tendo como consequéncia o aumento de danos a
biomoléculas (DNA, lipidios, proteinas). Estes danos, quando ndo reparados, acabam
comprometendo o funcionamento da célula e levando-a a morte por apoptose ou necrose
(BARBOSA et al., 2006; ZHOU et al., 2008).

A producdo da dopamina ocorre no encéfalo pela ativagdo da enzima tirosina
hidroxilase, que transforma o amino&cido tirosina em L-DOPA. Esta, posteriormente, sera
descarboxilada constituindo a dopamina. Regifes encefalicas ricas em catecolaminas séo
extremamente vulneraveis a geragdo de radicais livres (MEDEIROS et al., 2016; SEGURA-
AGUILAR et al.,, 2014; MOSLEY et al.,, 2006). Por exemplo, durante o processo de
metabolismo da dopamina, sdo gerados radicais livres como o perdxido de hidrogénio
(H202), o0 anion superoxido (O2-) e o peroxinitrito (ONOO-). A metabolizacdo da dopamina
pode ocorrer através de enzimas como a monoamino oxidase (MAO) ou por decomposicao
espontanea através da auto-oxidag&o, neste caso ocorre liberacdo do radical livre H,O; e
formacdo de dopamina-quinona. Niveis elevados de H.O. podem liberar ions férricos de
proteinas como a hemoglobina e citocromo, que por sua vez reduzem o H.O. a radical
hidroxila (HO-) (ZUCCA et al., 2014; RODRIGUES; CAMPOS, 2006). O HO- é o radical mais
reativo encontrado in vivo capaz de oxidar carboidratos, lipidios, proteinas e DNA. Portanto,
o0 metabolismo da DA pode agravar os danos nos tecidos pelo aumento dos niveis do radical
livre H,O, (DANIELSON e ANDERSEN, 2008; RAPPOLD e TIEU, 2011).

O dano oxidativo pode ser gerado por disfungcdo mitocondrial, auto-oxidacdo da
dopamina, agregacao de alfa-sinucleina, ativacdo da micréglia, alteracdes na sinalizacdo
mediada por calcio (excitotoxicidade) e excesso de ions ferro. Em adicao, alteracbes nas
vias de transcricdo de sistemas antioxidantes como a glicogénio sintase quinase 3 (GSK-
3B), fator nuclear eritréide 2 relacionado ao fator 2 (NrF2), proteina quinase ativada por
mitégeno (MAPK), fator nuclear kappa B (NF-kB) e atividade diminuida de superéxido
dismutase (SOD), catalase e glutationa tem sido correlacionada com o aumento da idade e
com a incidéncia da DP (KUMAR et al., 2012).
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Ao mesmo tempo, estudos experimentais e post-mortem sugerem que a inflamagéo
estd presente tanto em lesdes agudas do Sistema Nervoso Central (SNC) quanto em
doencas neurodegenerativas (HERNANDEZ-ROMERO et al.,2012). Células da glia estédo
envolvidas na neuroinflamacéo e a desregulagéo ou ativacdo glial excessiva pode resultar
na morte neuronal (HIRSCH et al., 2003). Em condig¢fes fisioldgicas, esta populagédo de
células é capaz de reduzir a liberacdo do glutamato em processos de excitotocididade,
diminuir a formacao de radicais livres, restabelecer a barreira hematoencefalica lesionada e
promover a neurovascularizacao e neurogénese. Entretanto, a reacao astrocitaria excessiva
resulta na faléncia da reparacdo da barreira hematoencefdlica, infiltracdo leucocitaria,
desmielizacdo severa e morte de células oligodendrécitas (WANG, LIU e ZHOU, 2015).

A ativacdo microglial prolongada com liberacdo sustentada de mediadores proé-
inflamatérios [fator de necrose tumoral alf (TNFa) e interleucinas (IL) IL-183, IL-6) também
contribui para gerar o estresse oxidativo (LESZEK et al., 2016) e observou-se que
tratamentos com anti-inflamatérios como citocinas anti-inflamatérias [IL-10 e fator de
transformacé&o do crescimento beta (TGF(1)], inibidores de ciclo-oxigenase (COX), NADPH
oxidase e do NF-kB podem diminuir a neurodegeneragédo, (PETERSON, FLOOD, 2012).

Além dos niveis de citocinas, as neurotrofinas e fatores de morte celular programada
(apoptose) também se encontram modificados no encéfalo e no liquido cérebroespinhal de
pacientes, bem como em modelos experimentais de DP. Como exemplo podem ser citados
membros da familia de genes anti-apoptéticos Bcl-2 e Bcl-xl, que exercem seus efeitos na
manutenc¢do da integridade da superficie externa da membrana mitocondrial. Por outro lado,
genes pro-apoptoticos, como Bax, comprometem a integridade da membrana levando a
liberacdo de fatores proapoptoéticos como o citocromo C no citosol, que resulta na ativacao
da enzima caspase-3 e morte celular. O 6xido nitrico e drogas serotoninérgicas parecem ser
capazes de modular estes fatores (SHARIFI et al., 2015; SINGH, DIKSHIT, 2007).

3.3 Tratamento da DP

Somente na década de 60, apés a identificacdo das alteracdes patologicas e
bioquimicas no encéfalo de pacientes com DP, surgiu 0 primeiro tratamento com sucesso no
tratamento dessa enfermidade. A Levodopa (L-DOPA), produz beneficios clinicos para
praticamente todos os pacientes e reduz a mortalidade causada por esta doenca. No
entanto, logo apoés a introducdo da mesma, se tornou evidente que o tratamento por longo
prazo era complicado pelo desenvolvimento de efeitos adversos que incluem flutuagdes
motoras chamadas discinesias e complicacées neuropsiquiatricas (HAUSER et al., 2007,
BASTIDE et al., 2015).
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Os medicamentos mais utilizados no tratamento da DP séo: anticolinérgicos para
melhorar os tremores; antidepressivos triciclicos, inibidores seletivos de recaptacdo da
serotonina, antipsicéticos e anticonvulsivantes e os farmacos dopaminérgicos que estimulam
diretamente os receptores de dopamina. Neste caso, destaca-se a L-DOPA devido a
diminuicdo dos sintomas parkinsonianos (FOX et al., 2011; GOETZ et al., 2005).

A L-DOPA é o tratamento padrdo para a DP, mas os efeitos adversos provocados por
este farmaco fazem com que seja cautelosa a sua utilizacdo. Quando o tratamento
farmacologico e de reabilitacdo da DP passam a nédo surtir os efeitos terapéuticos desejados
ou ocorrem manifestacdes adversas ndo controladas apesar do ajuste da medicacéo, indica-
se o tratamento cirlrgico que pode ser realizado através de duas condutas distintas: a
estereotaxia (palidotomia ou talamotomia) e a estimulagédo cerebral profunda. Ainda assim,
os resultados do tratamento cirdrgico ndo sao efetivos para alguns pacientes (GONGCALVES,
LEITE, PEREIRA, 2011).

Os efeitos colaterais dos farmacos antiparkinsonianos tradicionais determinam que
esses sO sejam iniciados quando os sintomas venham a prejudicar a qualidade de vida
(HECHTNER et al., 2014). Na fase mais avancada da DP, por ser um disturbio neuro-
degenerativo, os tratamentos medicamentosos serdo menos eficazes em amenizar seus
sintomas (ROGRIGUES, CAMPOS, 2006; MANCOPES et al., 2013). E estimado que o
custo anual mundial com medicamentos antiparkinsonianos esteja em torno de 11 bilhdes
de ddlares, sendo cerca de 3 a 4 vezes mais caro para 0s pacientes na fase avancada da
doenca (FINDLEY, 2007; RODRIQUEZ-BLAZQUEZ et al., 2015).

Ainda que estudos recentes tenham proposto modificagbes na formulacdo, vias de
administracdo e terapias concomitantes a L-DOPA para redugcdo dos efeitos adversos
(LOTIA, JANKOVIC, 2016), novas alternativas terapéuticas sdo necessarias visando a
melhora da qualidade de vida dos individuos acometidos.

3.4 Estudos pré-clinicos com produtos naturais

Modelos experimentais que utilizam animais tem sido de fundamental importancia para
0 avanc¢o do conhecimento acerca da fisiopatologia da DP, bem como ao desenvolvimento
de novas abordagens terapéuticas (JACKSON-LEWIS, BLESA, PRZEDBORSKI, 2012). A 6-
hidroxidopamina (6-OHDA) é uma toxina eficaz para induzir morte neuronal dopaminérgica
em ratos, camundongos, gatos e primatas, predominantemente usada para producdo de
lesbGes unilaterais. A droga € injetada na via nigroestriatal e se acumula nos neurénios
dopaminérgicos levando-os a morte (UNGERSTEDT, 1968). Em ratos, os efeitos da
deplecdo extensa de dopamina podem ser acessados por exames comportamentais, como

o teste rotatorio em resposta a agonistas dopaminérgicos e o teste de campo aberto.
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Embora os efeitos da 6-OHDA causem sintomas semelhantes aos da DP, as lesdes
proporcionadas néo resultam na formacdo de corpos de Lewy na substéncia negra. Entre os
efeitos comportamentais, destacam-se a acniesia, bradicinesia e a instabilidade postural
(DAUER AND PRZEDBORSKI, 2003).

O primeiro modelo de exploracdo da neurotoxicidade da 6-OHDA foi desenvolvido em
1968 por Ungerstedt que consistiu na injetacdo da toxina bilateralmente na SNc de ratos,
obtendo-se um modelo animal de acinesia com uma taxa de mortalidade muito elevada
(UNGERSTEDT 1971a,b). Somente posteriormente a 6-OHDA foi injetada unilateralmente e
tornou-se uma das neurotoxinas mais amplamente utilizadas para modelagem experimental
para DP. A aplicacdo unilateral permite avaliar os mecanismos de morte celular do lado
lesionado e 0s mecanismos compensatorios no lado contralateral (SIMOLA; MORELLI;
CARTA, 2007).

A 6-hidroxidopamina (6-OHDA) nao atravessa a barreira hematoencefalica, o que exige
a sua injecao direta na parte compacta da substancia negra (SNc) ou no corpo estriado por
meio de cirurgia estereotéxica para desencadear a morte neuronal. Sua caracteristica
principal associada a DP é gerar o estresse oxidativo, mas também observa-se
neruoinflamacédo e apoptose. A 6-OHDA, tem alta afinidade pelo transportador de dopamina
(DA) na fenda sinaptica, é captada pelo sistema de transporte da dopamina e age de modo
seletivo sobre os neurdnios dopaminérgicos da substancia negra. Apés a entrada na célula,
a toxina é convertida em 6-OHDA-quinona em uma reacao que produz espécies reativas de
oxigénio (ALVAREZ-FISCHER et al., 2008; RODRIGUES; CAMPOS, 2006).

Quando injetada diretamente na SNc (corpos celulares) ou no feixe prosencefalico
medial (ax6nios), a morte neuronal ocorre rapidamente e massiva. Por outro lado, a
aplicacdo no estriado (terminais) promove, atraveés do transporte retrégrado da toxina, perda
parcial e progressiva dos neurénios dopaminérgicos mesencefalicos que pode ser verificada
depois de quatro semanas apds a leséo (KIRIK et al., 2000).

Este modelo tem sido aplamente utilizado nos utlimos anos para investigagdo de novos
produtos com potencial para interromper ou retardar a morte neuronal dopaminérgica, entre
eles os produtos naturais, com acgdo antioxidante, ati-inflamatéria e antiapoptose. Alguns
exemplos, bem como os mecanismos de acdo destes produtos frente as modificacdes
deletérias no sistema dopaminérgico séo ilustrados na tabela 1.

Os produtos naturais foram usados na antiguidade para o tratamento de varias doencas
(GRAGG et al.,, 2013). Produtos farmacéuticos modernos de origens naturais foram
desenvolvidos através do avanco tecnoldgico e industrial (MISHRA; TIWARI, 2011).
Inovagbes tém acontecido para melhorar os tratamentos convencionais e intensificar as
pesquisas a partir da utilizacdo destes produtos, que exercem importantes acées bioldgicas

através de estruturas diversificadas em sua composicdo quimica (SCHMITT et al., 2011;
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ZHANG et al., 2013). No Brasil, 0 avango nas pesquisas para utilizagéo de produtos naturais

tem proporcionado a descoberta de novos componentes quimicos (KUMAR et al., 2007).

Tabela 1. Trabalhos pré-clinicos utilizando 6-OHDA para investigacdo do efeito e

mecanismo neuroprotetor de produtos naturais.

Referéncia

Produto

Efeitos sobre a lesdo

BITU PINTO et al.,
2015. Evid Based
Complement
Alternat Med.

Camellia sinensis
(cha verde);
Epicatequiina,
Epigalatocatequina

Reversdo de déficits motores, emocionais e
cognitivos, diminuicdo da peroxidacdo lipidica,
diminuicdo da formagédo e nitritos e nitratos,
restauragdo dos niveis de dopamina estriatal,
recuperacdo da expressdo de TH, inibicdo da
expressdo COX-2 e da iINOS.

KIASALARI et al.,
2015. Cell Mol
Neurobiol.

Hypericum perforatum

(erva de Sao Joao)

Reversédo de déficits comportamentais, diminuigdo da
formagdo de malondialdeido e glutationa oxidase,
aumento da catalase, normalizacdo a expressédo de
GFAP e TNF-qa, diminuicdo da fragmentacdo do DNA
e aumento da expresséo TH.

CALOU et al., 2014.
Parkinsons Dis.

Myracrodruon
urundeuva (planta do
semiarido)

Reversédo de déficits comportamentais, restauracao
da expressédo de TH, diminuiu a expressdo GFAP e
0OX-42 (micréglia), restauracdo os niveis de DOPAC
estriatal.

REZAEI, Althaea officinalis Diminuicdo da proxidacdo lipidica, atenuacdo de
ALIREZAEI M, alteracdes comportamentais, protecdo de neurdnios
2014. J Physiol Sci. marcados para TH.

OH et al, 2013. Sanguisorbae radix Inibicdo de NADPH oxidase, aumento na expressao
Phytother Res do antioxidante endégeno heme oxigenase 1.
SHOBANA, Bacopa monniera Linn  Reversao de déficits comportamentais, diminui¢cao da
KUMAR, SUMATHI, peroxidacdo lipidica, restauracdo de atividade
2012. Cell Mol catalase e superéxido dismutase, aumento da
Neurobiol glutationa reduzida.

KWON et al., 2012.
Food Chem Toxicol

Lonicera japonica

Inibicdo de alteragdes mitocondriais e de genes pré-
apoptéticos e inibicdo do estresse oxidativo mediado
por MAPK, PI3K/Akt e NF-kB

TH: marcador de neurdnios dopaminérgicos (corpos celulares e terminais), COX-2: enzima ciclo-oxigenase 2, iNOS: sintase de

oxido nitrico induzida - presente em macrofagos, GFAP: proteina glial fibrilar &cida — macroglia, TNF-a: fator de necrose

tumoral alfa, DNA: acido desoxirribonucleico, DOPAC: metabdlito de dopamina, MAPK: proteina quinase ativada por mitégeno,

PI3K/Akt: via de sinalizagdo intracelular dependente da fosfatidilinositol 3-kinase (PI3k)/proteina kinase B (ou AKT) e NF-kB:

factor nuclear kappa B.

3.5 Propolis

A propolis é um produto natural apicola comercializado de forma lucrativa em varias

partes do mundo. A utilizacdo deste recurso natural causa um baixo impacto ao meio
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ambiente e colabora para o desenvolvimento econdmico da regido, pois é produzida por
pequenos produtores (OLIVEIRA et al., 2010).

Os apiterapicos que apresentam indicagbes terapéuticas podem ser registrados
como medicamentos especificos segundo a Resolu¢cao-RDC n° 132, de 29 de maio de 2003,
D.O.U. de 02/10/2003 (ANVISA, 2005) e a maioria dos produtos a base de propolis
comercializados no Brasil possui registro (BRASIL, 2001). Os limites para a fixacdo de
identidade e qualidade da prépolis sdo preconizados pelo Ministério da Agricultura através
da Instrucdo Normativa n® 3, de 19 de janeiro de 2001. De acordo com a ANVISA (2005)
“Entende-se por prépolis o produto oriundo de substancias resinosas, gomosas e
balsdmicas, colhidas pelas abelhas, de brotos, flores e exsudatos de plantas, nas quais

estas acrescentam secrecgoes salivares, cera e poélen para elaboracgao final do produto”.

A palavra prépolis € de origem grega, que significa: “em defesa da cidade ou da
colmeia” (BANKOVA et al., 2000). As abelhas utilizam a prépolis para impermeabilizagéo,
esterilizacdo, embalsamamento e vedacdo da colmeia para evitar a entrada de intrusos
(BURDOCK, 1998; BANKOVA et al., 2000; ALMUTAIRI et al., 2014).

A prépolis possui na sua composi¢cao resina e balsamo (50-60 %), ceras (30-40%),
Oleos essenciais e aromaticos (5-10%), polen (5%) e outras substancias como, manganés,
estréncio, aluminio, calcio, ferro, cobre e vitaminas Bl, B2, B6, C e E., No entanto, a
composicao quimica da prépolis pode variar de acordo com o local e época de coleta, a flora
da regido e tais caracteristicas quimicas podem influenciar suas propriedades fisicas e
biol6gicas (NUNES et al., 2009; MENDONGCA, 2011). Por este motivo, a caracterizacdo da
sua qualidade é de grande importancia (PEREIRA et al., 2002; LOTTI et al., 2010; SFORCIN
et al., 2011).

As pesquisas reportam acdes bioldgicas da propolis, como atividade antimicrobiana
(SIQUEIRA et al., 2008; BISPO JUNIOR et al., 2012;), anti-inflamatéria (LEDON, 1997),
cicatrizante, anestésica e antioxidante (ALMEIDA et al.,, 2013; GECKIL et al., 2005),
antitumoral, hematoestimuladora (CAVALCANTE et al.,2011), radioprotetora (ORSOLIC;
BASIC, 2005), antiparasitaria (MONZOTE et al., 2012), anti-herpes (AMOROS et al., 1992) e
acao hormonal (SONG et al., 2002).

Jé& foram identificados em diferentes amostras de propolis mais de 300 constituintes,
dentre eles os flavonoides, fendis e aminoacidos, &cidos aromaticos, acidos graxos (PARK
et al.,, 2002; PEREIRA et al., 2002; LUSTOSA et al., 2008; ALMUTAIRI et al., 2014). Os
flavondides presentes na propolis (LUSTOSA et al.,, 2008) apresentam atividade

antimicrobiana, antioxidante e moduladora do sistema imune (WILLIAMS et al., 2004).
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Estudos relatam que o extrato aquoso de propolis possui atividade antioxidante, associada

ao alto teor de compostos fendlicos (MANI et al., 2006)

No ano de 2000, 12 diferentes tipos de propolis brasileiras foram classificados e
caracterizados de acordo a composi¢cdo quimica de tipo 01 a tipo 12 (ALENCAR, et al.,
2005). Um novo tipo de propolis que tem como origem botéanica a Dalbergia ecatosphillum,
espécie originaria de manguezais do estado de Alagoas, foi descrito e denominado de
“prépolis vermelha” por causa de sua cor vermelha intensa. Esta variedade foi classificada
como o 13° tipo de proépolis brasileira (HAN et al., 2009; ALENCAR et al., 2009; ALENCAR
et al., 2007; SILVA et al., 2008).

3.6 Propolis vermelha
3.6.1 Origem botanica e composig¢do quimica

A propolis brasileira vermelha pertence ao 13° grupo de prépolis e na ultima década
tem sido objeto de estudos farmacoldgicos (SILVA et al., 2008; SIQUEIRA et al., 2008; LIO
et al., 2010; PICCINELLI et al., 2011; FRANCHI et al., 2012). A origem botéanica da prépolis
de Sergipe e Alagoas € a planta Dalbergia ecastophyllum (L) Taub, conhecida como “rabo-
de- bugio”’, encontrada em colmeias localizadas no caule de arbustos de manguezais
situados no Nordeste do Brasil (DAUGSCH et al., 2011, TRUSHEVA et al., 2006).

A origem botéanica da prépolis vermelha cubana é denominada de Clusia nemorosa
(CUESTA-RUBIO et al., 2002). A origem da propolis vermelha venezuelana é descrita como
Clusia scrobiculata (TRUSHEVA et al., 2006). Porém, um estudo mais recente sugeriu a D.
ecastophyllum como origem botanica da prépolis vermelha cubana e a contribuicdo da
resina da familia Clusiaceae para formacdo da prépolis vermelha brasileira, devido a
presenca de benzofenonas polisopreniladas na mesma. Essas variacbes podem alterar a
atividade biolégica, farmacolégica e toxicolégica desse produto natural, uma vez que a
composi¢cdo quimica da fonte vegetal influencia as suas caracteristicas quimicas
(PICCINELLI et al., 2011; CABRAL et al., 2009).

Em amostras da variedade vermelha do Brasil, Cuba, México e Venezuela foram
identificadas substancias como isoflavonoides, pterocarpanos, chalconas, flavonoides,
benzofenonas preniladas e terpenos. Compostos como vestitol, medicarpina, formononetina,
biochanina A, liquiritigenina e isoliquiritigenina sdo o0s principais compostos da propolis
vermelha cubana (LOPEZ et al., 2014; CUESTA-RUBIO et al., 2007; CAMPO FERNANDEZ
et al., 2008; PICCINELLI et al., 2011, BARBOSA et al., 2015; DA SILVA et al., 2015).

Podem ser encontrados na propolis vermelha brasileira flavonoides (rutina,

liquiritigenina, daidzeina, pinobanksina, quercetina, dalbergina, pinocembrina, biochanina A,
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formononetina, isoliquiritigenina, entre outros) e acidos fendlicos (DAUGSCH et al., 2007;
SILVA et al, 2008, AWALE et al., 2008). Substancias como neovestitol, vestitol e
isoliquiritigenina s@o encontradas em amostras de prépolis vermelha alagoana. Entre estes,
o vestitol demonstra a maior atividade antioxidante e a isoliquiritigenina é a mais ativa

quanto a agao antimicrobiana (OLDONI et al., 2011).

Em um estudo recente, amostras de prépolis vermelha de diferentes regiées foram
agrupadas de acordo com os ions marcadores especificos encontrados na analise quimica
das mesmas. Amostras de Alagoas e Paraiba foram agrupadas no grupo A e as amostras
de Sergipe, Cuba e o extrato da D.ecastophyllum foram agrupadas no grupo B. No grupo A,
o0 ion marcador na espectrometria de massa foi o m/z 601,35 (provavelmente uma
benzofenona proveniente de origem botanica da familia Guttiferae). Nesse grupo também
foram encontradas, em todas as amostras, a formononetina e biochanina A, que sdo
comuns a D. ecastophyllum. Este resultado indica que pelo menos duas espécies de
plantas sdo as principais fontes desse produto. No grupo B os ions marcadores foram
formononetina, biochanina A e pinocembrina, os mesmos marcadores da D. ecastophyllum.
Esse ultimo resultado confirma a origem boténica das amostras analisadas do grupo B.
Ainda nesse estudo, o grupo A apresentou um ion marcador correspondente a formula
molecular CzsHs00s que pode corresponder a trés compostos encontrados em amostras de
propolis: gutiferona E, oblongifolina A e xantochimol (LOPEZ et al., 2014).

3.6.2 Atividade bioldgica

Estudos de andlise da atividade biolégica tem demonstrado que os resultados
obtidos pela utilizacdo de prépolis vermelha sdo superiores aos encontrados para outras
amostras. Por exemplo, pesquisas demonstraram uma maior atividade antifingica da
propolis vermelha em relagéo a variedade verde contra as espécies Trichophyton rubrum,
Trichophyton tonsurans e Trichophyton mentagrohytes (SIQUEIRA et al.,, 2008). Tal
comportamento também pode ser observado na avaliagcdo da atividade citotdxica em células
leucémicas humanas, onde o extrato etandlico da propolis vermelha foi mais eficaz quando
comparado ao extrato etanélico da propolis da verde (FRANCHI et al., 2012). A prépolis
vermelha foi mais efetiva quanto a atividade anti-inflamatéria quando comparada com a
variedade verde, em modelo de edema induzido por carragenina e edema de orelha
induzido por 6leo de croton (ABREU, 2008).

Machado et al. (2016) também compararam a composi¢do quimica e atividade
biol6gica de diferentes amostras de prépolis brasileira (marrom, verde e vermelha) extraidas

com etanol ou fluido supercritico e observaram que os extratos de prépolis vermelha
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apresentaram maior potencial biolégico para os testes de atividade antimicrobiana e

antiproliferativa.

Achados indicam que existe uma melhor atividade antioxidante de subfragbes de
uma amostra de propolis alagoana quando comparado a fracbes e ao extrato etandlico,
relacionada a quantidade de compostos fendlicos. Estes componentes especificos estao
relacionados a acdo antioxidante (CABRAL et al.,2009). Portanto, a propolis vermelha tem
compostos que sdo conhecidos por possuir propriedades antioxidantes, tais propriedades
podem ser de grande importancia para atividade anticancerigena (FROZZA et al., 2013;
RIGHI et al., 2011).

A administracdo do extrato hidroalcodlico da prépolis vermelha brasileira na dose
100mg/kg modificou a formacado, diferenciagdo e progressdo de carcinoma de células
escamosas na pele de murinos. Tais dados sugerem um efeito modulador na carcinogénese
dérmica quimicamente induzida (PINHEIRO et al; 2014).

Os isoflavandides vestitol e principalmente o neovestitol, substancias isoladas da
propolis vermelha, demostraram atividade antimicrobiana contra Streptococcus mutans,
Streptococcus sobrinus, Staphylococcus aureus e Actinomyces naeslundii (BUENO-SILVA
et al., 2013). Por outro lado, fungos como Candida albicans e bactérias gram-negativas
como Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli ttm demonstrado uma maior resisténcia a
esse produto natural (RIGHI et al.,, 2011; MONZOTE et al.,, 2012). Vale destacar que
compostos como vestitol e neovestitol, encontrados na prépolis vermelha, apresentam
atividade anti-inflamatéria (BUENO-SILVA et al., 2013).

Estudos tém testado os efeitos da prépolis vermelha no processo de cicatrizagéo
(BATISTA et al., 2012; ALMEIDA et al., 2013; SOUZA et al., 2013). A prépolis vermelha
modulou a dindmica da evolugéo da inflamag&o e o processo de deposicdo de colageno,
fatores que podem melhorar a cicatrizacdo (ALBUQUERQUE-JUNIOR et al., 2009;
ALMEIDA et al., 2013). Polifentis presentes na prépolis vermelha podem reduzir lesdes

ateroscleréticas, modular fatores angiogénicos e inflamatérios (DALEPRANE et al., 2012).

No sistema nervoso, apds hemissec¢do da medula espinhal em ratos, observou-se
gue o tratamento com o extrato etandlico da propolis chinesa promoveu um aumento no
desempenho motor (KASAI et al.,, 2011). O tratamento com EHPV também acelerou a
recuperacao funcional ao mesmo tempo em que diminuiu a neuroinflamacéo e a perda de
motoneurbnios apoés lesdo medular (DOS SANTOS, 2013) e lesdo de nervo ciatico
(BARBOSA et al., 2015) em ratos. Esses achados sugerem que o HERP possa representar
uma nova estratégia de tratamento de lesGes do sistema nervoso e degeneracao nervosa

inclusive no encéfalo.
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Em adicdo, componentes da prépolis vermelha apresentaram agédo neuroprotetora in
vivo frente & isquemia e trauma cerebral, como a formononetina (LIANG et al., 2014; ZHU et
al., 2014; LI et al., 2014), a daidzeina (ARAS et al., 2015) e a biochanina A (WANG et al.,
2015), sendo que o0 mecanismo subjacente estid relacionado a reducdo da resposta
inflamatoria e diminuicdo da produgéo de espécies reativas de oxigénio. A formononetina é
um dos biomarcadores de prépolis vermelha. O extrato hidroalcodélico de propolis vermelha
(HERP) e a formononetina apresentam atividade anti-inflamatéria significativa (LIMA
CAVENDISH et al., 2015).

Efeitos tdxicos ocorrer com o uso de produtos naturais para fins medicamentosos
devido as interaces metabdlicas decorrentes das doses administradas, das caracteristicas
do farmaco e do individuo que consome. Foi realizada avaliagdo da toxicidade aguda e
subaguda do EHPV. O estudo de toxicidade aguda indicou que a dose letal se encontra
acima de 300 mg/kg e que sinais de toxicidade subaguda aparecem quando administradas
doses acima de 200 mg/kg. Portanto, e os resultados indicaram seguranca na utilizacdo da
dose de 10 mg/kg durante 21 dias (DA SILVA et al., 2015). A propolis vermelha e seus
componentes isolados representam, portanto, importante alvo para pesquisas dirigidas a
aplicacao biomédica (FREIRES, DE ALENCAR, ROSALEN, 2016).
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Capitulo Il - MATERIAL E METODOS
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4 METODOLOGIA

4.1 Obtencdo e caracterizacdo do EHPV

A propolis vermelha produzida por abelhas Apis mellifera foi coletada em um apiario
localizado no municipio de Brejo Grande, Sergipe (10°28'25"S, 36°26'12"0), Brasil. A
amostra de proépolis bruta (90,10 g) foi extraida com etanol 70% (v/v; 12.5 mL) em banho de
ultrassom, durante 1 hora. Ao final deste processo, procedeu-se a filtracdo e eliminacéo do
solvente por evaporacdo obtendo-se o extrato seco (BARBOSA et al., 2015).

Para a realizacdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia (caracterizacao quimica
do EHPV) foram dissolvidos 10 mg de EHPV em 50 mL de metanol, obtendo-se uma
solucdo 0,2 mg/mL. Esta solucéo foi filtrada (filtro de 0,45 pum) e uma aliquota de 5 mL foi
dissolvida em 25 mL de solu¢cdo metanol/agua obtendo-se uma solugdo de EHPV a 0,04
mg/mL.

A andlise cromatogréfica foi realizada conforme descrito por Alencar et al. (2007). O
cromatégrafo foi equipado com um desgaseificador DGU-20A3, mostrador automatico SIL-
20A, duas bombas LC-20AD e um detector de arranjo de fotodiodos SPDM20Avp com uma
interface CBM-20A. A separacdo cromatografica foi realizada utilizando coluna analitica C18
150 x 4,6 mm (tamanho de particula 5u). A velocidade de influxo foi de 1 mL / min e o
volume de injeccdo foi de 20 ul. A coluna foi eluida com gradiente linear de metanol (B)
agua: acido acético (A) a 1% (v / v). A eluicdo comecou com 40% de B (10 min), seguido por
45 - 50% de B (10 - 15 min), 50 - 55% de B (15 - 20 min), 55 - 65% de B (35 - 40 min), 65 -
75% de B (40 - 45 min), 75 - 85% de B (45 - 50 min), 85 - 40% de B (50 - 60 min),
retornando as condigdes iniciais.

Os cromatogramas foram registrados em 280 nm e o0s padrdes daidzeina,
formononetina, liquiritigenina e biochanina A (Sigma-Aldrich, Brasil) foram utilizados como

biomarcadores.

4.2 Ensaio biolégico

A amostra foi composta por 28 ratos Wistar adultos machos com peso corporal de
250-350 g. Os animais foram alojados em gaiolas com cama de maravalha, em temperatura
controlada (+ 22°C), regime de luz com ciclo claro-escuro de 12 h e livre acesso a agua e

racao para roedores (Labina).
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4.3 Aspectos Eticos

Todos os procedimentos estiveram de acordo com as diretrizes do Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), com aprovacdo da Comissao
de Etica no Uso Animal da Universidade Tiradentes (CEUA/UNIT/SE), sob parecer
consubstanciado n° 170610.

4.4 Procedimento cirurgico

Para inducéo de leséo unilateral da via nigroestriatal (TAJIRI et al., 2010), os animais
foram anestesiados previamente com ketamina e xilazina (10 e 100 mg/Kg, i.p.,
respectivamente) e fixados no aparelho estereotéxico (Insight, Brasil), com a barra do
incisivo fixada 5 mm acima da linha interaural. As coordenadas utilizadas para microinjecao
no estriado do lado direito foram: anteroposterior (AP): 1.2 mm e vetrolateral (VL): 2,5 mm
em relacdo ao Bregma e dorsoventral (DV): 50 mm em relacdo a caixa craniana. Foi
realizada injecdo de 6-OHDA (20 pg/2ul, Sigma-Aldrich, Brasil) dissolvida em 0,9% de
solucdo salina contendo 0,02% de acido ascorbico (Sigma-Aldrich, Brasil), utilizando
microseringa Hamilton (50 ul) acoplada a bomba de infusdo automatica (Insight, Brasil)
calibrada para a velocidade de influxo de 1 pl/min. A canula, conectada a seringa por tubo
de polietileno (PE 10), foi deixada no local por 2 min adicionais para evitar refluxo. Os
animais do grupo controle foram submetidos ao mesmo procedimento, mas receberam
veiculo (solugéo salina contendo acido ascérbico a 0,02%) no lugar da neurotoxina. Ao final
da cirurgia, foi aplicada injecdo intramuscular de pentabiético veterinario para animais de
pequeno porte (Forte Dodge Saude Animal LTDA, 0,2 mL/kg) e os animais foram aquecidos

por uma lampada de 60 W até recuperacdo da anestesia.

4.5 Grupos Experimentais

Os animais que receberam aplicacéo intracerebral de 6-OHDA foram distribuidos em
grupos experimentais de acordo com 0s seguintes tratamentos administrados por via oral
(p.0., 1 mL): veiculo (Tween 80 a 2% em &gua destilada); EHPV 10 a mg/Kg e EHPV a 50
mg/Kg. Adicionalmente, o grupo que recebeu aplicagdo intraestriatal de solucdo salina
contendo &cido ascorbico foi tratado com veiculo (Tween 80 a 2% em agua destilada, p.o.).
Ao final desta distribuicdo, os quatro grupos foram denominados: grupo 6-OHDA/veiculo,
grupo 6-OHDA/EHPV 10, grupo 6-OHDA/EHPV 50 e grupo salina/veiculo, referindo-se,

respectivamente a administracao intracerebral e oral. Cada grupo foi inicialmente composto
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8 animais, em fungéo da previsdo de ocorréncia de morte apos o procedimento cirdrgico de
estereotaxia, reportada previamente (FRANCARDO et al., 2011). Ao final do experimento,
os grupos foram constituidos por 6 a 8 animais.

Os tratamentos foram iniciados no mesmo dia do procedimento cirlrgico e
continuaram a ser administrados trés dias por semana: segunda-feira, quarta-feira e sexta-
feira, durante duas semanas (BARBOSA et al., 2015, TAJIRI et al., 2010).

4.5.1 Eutanasia e Obtencdo das amostras de tecido

Apés quatro semanas os animais foram eutanasiados em camara de CO. e as
amostras teciduais dos encéfalos foram acondicionadas individualmente em coletores com
solucdo de formalina com a devida identificacéo, para posterior processamento e analise no
Laboratério de Biologia e Patologia Experimental do Instituto de Tecnologia e Pesquisa
(ITP). Os encéfalos foram retirados por dissec¢cdo e o material foi desidratado em série
alcodlica crescente, diafanizado em série de xilois e incluido em parafina sob a forma de
blocos. Os blocos rigidos foram entdo levados ao micrétomo, para fornecer os cortes de 20
um de espessura em laminas gelatinizadas. Foram obtidas séries de sec¢bes nas regides
da SNc (-5,0 a -6,0 mm) em relacdo ao Bregma) e do estriado (0,3 £ 1 mm em relagédo ao
Bregma), tomando-se como referéncia os planos do Atlas de Paxinos e Watson (2013).
Ap6s serem seccionados, os cortes foram colocados para flutuar sobre uma superficie

aguecida, onde foram colocados sobre laminas de vidro e levados para secar em estufa.

4.5.2 Reacado imunohistoquimica para a enzima TH (enzima de sintese de dopamina)

As laminas foram primeiramente desparafinizadas em xilol e hidratadas em série
alcodlica decrescente. Procedeu-se, sequencialmente, ao enxague das se¢des com tampéo
fosfato (PBS 0,1M, pH 7,0), recuperacdo antigénica em forno de micro-ondas com tampao
citrato em pH 6,0 durante 20 min, bloqueio da peroxidase endégena com H20, 0,3% e
incubagcdo com soro albumina-bovina 2% contendo anticorpo primario dirigido contra o
antigeno de interesse (anti TH produzido em coelho, na diluicdo 1:100, Santa Cruz
Biotechnology) por 120 min. Para aumentar a visualizacdo da ligacdo foi empregado o
método de marcacao indireta com anticorpo secundério marcado com biotina (anti-coelho,
diluicdo 1:500) e incubacdo com o complexo avidina-biotina-peroxidase (1:125, Kit ABC,
Vectastain, Vector Laboratories) durante 120 min cada. Para revelacdo, as sec¢fes foram
incubadas com o tetracloreto de 3'3’-diaminobenzidina (DAB, 2%) em H»O; (0,3%) por 10
minutos e finalmente lavadas em PBS. Todos os procedimentos foram realizados a

temperatura ambiente e de acordo com as recomendac¢fes dos fabricantes. O composto
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insoluvel, corado marrom e elétron denso que se deposita, marca a localizagdo do antigeno.
Finalmente, as laminas passaram por uma série de alcoois com concentragdo crescente,
para desidratar o tecido e logo apds os cortes foram diafanizados em xilol. As laminulas

foram afixadas nas laminas com balsamo do Canada.

4.5.3 Anélises de imagens

Inicialmente, as identificacBes das laminas foram ocultadas ao examinador para
realizacdo de analise cega quanto ao grupo experimental. As imagens da SNc e do estriado
foram capturadas das laminas usando camera de video Olympus C-7070, acoplada a
microscopio Olympus CX31 no aumento de 40X. A SNc foi identificada e fotografada de
forma a excluir a area tegmentar ventral e a substancia negra reticulada. A imagem foi
transferida para o microcomputador onde o numero de células (corpos celulares)
positivamente marcadas foi quantificado bilateralmente pelo examinador, com auxilio de
uma grade sobreposta desenhada para facilitar o procedimento. Ao menos trés seccoes
adjacentes representativas de cada plano rostrocaudal da SNc (-5,0; -5,6 e -6,0 mm em
relacdo ao Bregma) da SNc foram examinados (ZARE et al., 2015).

Para quantificacdo da densidade de fibras positivas para TH no estriado foi realizada
leitura da densidade Optica (DO) em niveis de cinza. Uma escala arbitraria pré-fixada com
valores inteiros graduados de 0 a 10 para tons de cinza variando de branco a preto,
respectivamente, foi estabelecida para sec¢ao bilateralmente. A DO foi medida em 2 a 3
seccdes adjacentes ao nivel dos planos 1.3, 0.2 e —1.3 mm em relacdo ao Bregma
(PAXINOS, WATSON, 2013). Estas distancias foram atribuidas de tal forma que elas
representam niveis rostral, medial e caudal, respectivamente, do nlcleo estriado. Para cada
nivel, a marcagdo nao especifica foi medida dividindo-se a leitura da DO obtida no coértex.

Em funcéo das variacdes observadas entre ratos quanto as populacdes de neurdnios
da SNc e na auséncia de uma analise estereoldgica, optou-se por apresentar os dados da
guantificacdo do lado lesionado (direito) em porcentagem em relacdo ao lado intacto
(esquerdo), evitando vieses metodoldgicos devido a diferengas interindividuais (MORRONI
et al., 2014; FINE et al.,, 2014). Da mesma forma, a DO do estriado foi expressa em
porcentagem em relac&o ao lado contralateral para normalizacdo dos dados, considerando-

se também a dimenséo e variacdes anatdmicas desta estrutura.
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4.5.4 Andlise estatistica

Foi realizada andlise de variancia de uma via (one-way ANOVA) seguida do pés-teste
de Tukey, para comparagdes entre os tratamentos. Valores de P < 0,05 foram considerados
significantes. Os graus de liberdade foram designados por F. Foi utilizado o programa Graph

Pad Prism 5.0 para analise dos dados.
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Capitulo Il = RESULTADOS E DISCUSSAO
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Resultados

A andlise cromatografica evidenciou quatro picos correspondentes aos marcadores
daidzeina (P1), formononetina (P2), liquiritigenina (P3) e biochanina A (P4). As quantidades
na amostra corresponderam, respectivamente, a 3,1; 6,3; 10 e 7,2 mg/g de extrato. Estes

dados podem ser observados na tabela 2 e figura 01.

Tabela 2: Resultados da analise cromatogréafica

Tempo de

Pico ~ . Composto Area mg/g
retencéo (min)

P1 12,84 Daidzeina 7034 3,1 mg/g
P2 24,19 Formononetina 19809 6,3 mg/g
P3 26,84 Liquiritigenina 48266 10 mg/g
P4 28,97 Biochanina A 26644 7,2 mglg
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Figura 01: Cromatograma do extrato hidroetandlico de prépolis vermelha ilustrando os picos
correspondentes aos marcadores daidzeina (P1), formononetina (P2), liquiritigenina (P3) e biochanina
A (P4).

No ensaio biolégico, foi observada diminuicdo da porcentagem de neurénios TH+ na

SNc no grupo 6-OHDA/veiculo em relagcdo ao grupo salina/veiculo (p < 0,01). N&o foi
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observada diferenca significativa entre os grupos lesionados tratados com veiculo e EHPV
na dose de 50 mg/kg (p > 0,05). J& o tratamento com EHPV na dose de 10 mg/kg promoveu
aumento significativo da porcentagem de neurbnios TH+ remanescentes (p < 0,001) em
comparagdo com o grupo 6-OHDA/veiculo e ambas as doses de EHPV apresentaram
valores estatisticamente semelhantes aos do grupo salina/veiculo. Nao foi observada
diferenca significativa com relagdo ao efeito entre as doses testadas (F 331 = 5,50, p =
0,0042, ANOVA de uma via seguida do pés-teste de Tukey, Figuras 2 e 3).

A andlise da DO no CPu evidenciou diminuicdo da porcentagem de fibras TH+ nos
grupos lesionados tratados com veiculo (p < 0,0001) e EHPV 50 mg/kg (p > 0,05) em
relacdo ao grupo salina/veiculo. J& o tratamento com EHPV a 10 mg/kg em roedores
lesionados promoveu aumento significativo da marcacgéo para TH (p < 0,05) em relacdo ao
grupo lesionado tratado com veiculo, atingindo médias estatisticamente semelhantes as do
grupo salina/veiculo. Nao foram observadas diferencas significantes quanto as doses de
EHPV (F 354 = 6,84, p = 0,0006, ANOVA de uma via seguida do pos-teste de Tukey, Figuras
2e4).
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Figura 2: Porcentagem média de neurdnios (A) e fibras (B) positivamente marcados para a enzima
tirosina-hidroxilase (TH+) na substancia negra compacta e no nucleo estriado, respectivamente, em
relacdo ao lado contralateral a leséo. Os roedores foram eutanasiados 28 dias apés a microinjecéo de
solucdo salina ou 6-hidroxidopamina (6-OHDA). O extrato hidroetandlico de prépolis vermelha foi
administrado a cada trés dias nas doses de 10 (EHPV 10) e 50 (EHPV 50) mg/kg durante duas
semanas. Letras diferentes indicam valores estatisticamente distintos. AS colunas representam as
médias e as barras representam o EPM.
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A

Figura 3: Fotomicrografias mostrando neurdnios positivamente marcados para a enzima tirosina-
hidroxilase na substéncia negra compacta de ratos dos grupos salina/veiculo (A), 6-OHDA/veiculo
(B), 6-OHDA/EHPV 10 (C) e 6-OHDA/EHPV 50 (D), do lado da lesdo, 28 dias apds as cirurgias.

Aumento de 100X.
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Figura 4: Fotomicrografias mostrando fibras positivamente marcadas para a enzima tirosina-
hidroxilase no nlcleo estriado de ratos dos grupos salina/veiculo (A), 6-OHDA/veiculo (B), 6-
OHDA/EHPV 10 (C) e 6-OHDA/EHPV 50 (D), do lado da lesao, 28 dias apds as cirurgias. Aumento de
40X.
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5.2 Discussao

O EHPV utilizado no presente estudo apresentou, em ordem crescente de
guantidade (massa), a daidzeina, a formononetina, a biochanina A e a liquiritigenina em sua
composi¢cdo quimica. Estes compostos foram observados anteriormente nos extratos
hidroetandlico e etandlico de prépolis vermelha brasileira, prépolis vermelha cubana e de D.
ecatosphillum (LIMA CAVENDISH et al., 2015; RIBEIRO et al., 2015; PICCINELLI et al.,
2011) e sao considerados caracteristicos, ou marcadores, da propolis vermelha brasileira.

No presente estudo foi observada acdo neuroprotetora do EHPV (10 mg/kg) apés
lesdo encefalica, evidenciada através da coloragcdo imunohistoquimica para a enzima de
sintese de neurdnios dopaminérgicos, a tirosina-hidroxilase (NAKASHIMA et al., 2013). A
aplicagdo da toxina 6-OHDA resultou em diminuicdo de neurdnios e fibras marcados,
confirmando a efetividade da lesdo em produzir o quadro tecidual semelhante ao observado
na doenga de Parkinson (BATASSINI et al.,, 2015). O tratamento com EHPV promoveu
recuperacao significativa da quantidade de neur6nios e fibras remanescentes apdés lesdo da
via nigroestriatal em ratos, respectivamente, na substancia negra compacta, ndcleo onde
sdo encontrados os corpos celulares de neurdnios dopaminérgicos, e no estriado, o nucleo

de projecéo.

Em estudos prévios, o EHPV administrado na dose de 10 mg/kg também atenuou os
déficits motores induzidos por 6-OHDA (BARROSO, 2012) e mostrou agdo neuroprotetora
frente a lesdo nervosa periférica em ratos (BARBOSA et al., 2015). Por outro lado, o
tratamento com a maior dose de EHPV (50 mg/kg) ndo produziu modificacdes significativas
em relacdo aos demais grupos lesionados. Este achado pode ter relacdo com o perfil
toxicolégico descrito para o EHPV, onde doses crescentes administradas diariamente
induziram modificagcbes comportamentais e histopatolégicas (DA SILVA et al., 2015). Em
adicdo, compostos com potente acdo antioxidante, como o suco de roma, mostraram poder
de exacerbar o estresse oxidativo em modelo animail para estudo da DP (TAPIAS et al.,

2014), o que sugere cautela na indicacdo da dose.

O mecanismo subjacente a acdo bioldégica neuroprotetora é frequentemente
relacionado aos eventos que estdo alterados no tecido nervoso em processo de
degeneracdo e morte neuronal dopaminérgica, como disfungdo mitocondrial, protedlise,
apoptose, excitotoxicidade glutamatérgica, inflamacdo mediada por células da glia com
liberacdo de mediadores proé-inflamatérios toxicos, estresse oxidativo gerado por
peroxidacdo lipidica, oxidacdo proteica e do DNA e oxidagcdo quimica e enzimatica da
propria dopamina (DEXTER, JENNER, 2013).

37



UNIVERSIDADE TIRADENTES )
DISSERTACAO DE MESTRADO EM SAUDE E AMBIENTE — Dayse Roséngela Santos Marques

A neuroinflamag&o mediada por células da glia configura um importante aspecto que
contribui para a cascata de eventos que leva a morte celular observada na DP. Estes
eventos envolvem alteragdes na producao de interleucinas (IL) tipo 1a e 13, fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e oxido nitrico pela microglia. Este ultimo, formado pela enzima sintase
de Oxido nitrico induzida (iNOS), pode reagir com superoxidos e formar peroxinitrito
altamente reativo que promove a oxidacdo e nitracdo de proteinas (HIRSCH, HUNOT,
2009).

O efeito neuroprotetor do EHPV neste modelo utilizado para estudo da DP pode ser
atribuido, em grande parte, aos marcadores bioativos identificados na composicao do EHPV
que apresentam acdo neuroprotetora. A daidzeina, por exemplo, aplicada em cultivo de
células microgliais murinas expostas a lipopolissacarideos (que induzem a liberacdo de
mediadores inflamatorios), suprimiu a produgcdo de Oxido nitrico e de IL-6, diminuiu a
producado de espécies reativas de oxigénio, a fosforilagdo de MAPK p38 e a ativacdo NF- kf3.
Em adicdo, o mesmo meio de cultivo condicionado (obtido de células microgliais ativadas)
foi utilizado em neurdnios dopaminérgicos e, em presenca de daidzeina, a neurotoxicidade
foi reduzida (CHINTA et al., 2013).

A daidzeina também promoveu efeito neuroprotetor apds isquemia cerebral em ratos
por meio da reducdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (ARAS et al., 2015),
favoreceu a recuperagdo funcional em modelo roedor para estudo de acidente vascular
encefalico (STOUT et al., 2013), diminuiu a apoptose e aumentou a proliferagdo celular no
hipocampo de ratos (RIVERA et al., 2013). O papel tréfico desta substancia também foi
evidenciado in vitro, em cultura de neurdnios do ganglio da raiz dorsal de ratos, onde foi

observada neuritogénese dependente de proteinas quinases (YANG et al., 2012).

Outro composto encontrado, a formononetina, também apresentou acdo
neuroprotetora apds isquemia induzida por ocluséo arterial no encéfalo, diminuindo a razdo
das proteinas cinases fosforiladas Bax (ativadora de apoptose) e Bcl-2 (inibidor da ativagéo
de apoptose) e aumentando a via de sinalizacdo de fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K/Akt)
(LIANG et al., 2014). Apos trauma encefalico em roedores, a formononetina aumentou as
atividades glutationa peroxidase e superéxido dismutase, diminuiu 0s niveis de
malonaldeido, ciclooxigenase 2 (COX-2), TNF-a e as concentragcdes de IL-6, a0 mesmo
tempo em que diminuiu a hidrocefalia e lesdo neural apés leséo (LI et al., 2014). Em estudo
in vitro, a formononetina diminuiu a neurotoxicidade induzida pelo agonista glutamatérgico
N-metil-D-asparato (NMDA). O nimero de células em apoptopse foi atenuado, observando-
se aumento da expressao de Bcl-2 e diminui¢cdo dos niveis de Bax e caspase-3 (TIAN et al.,
2013).
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De forma semelhante, a biochanina A foi protetora frente a lesao isquémica em ratos,
com diminuicdo do volume do edema, melhora o desempenho funcional, diminuicdo dos
niveis de mediadores inflamatoérios mieloperoxidase (MPO), TNF-a e IL-1B e da fosforilagéo
da proteina mediadora pro-inflamatéria p-38 (WANG et al., 2015). A biochanina A também
diminuiu a apoptose de neurdnios em cultura expostos a toxicidade glutamatérgica (TAN et
al., 2013) e, quando associada a fomornononetina, daidzeina e genisteina, protegeu

neurdnios do estresse oxidativo promovido por H,O, (OCCHIUTO et al., 2009).

Finalmente, a liquiritigenina, composto encontrado em maior quantidade na amostra
estudada, foi capaz de promover o crescimento e diferenciagéo neuronal in vitro (LIU et al.,
2010) e de diminuir os déficits de aprendizado e memodria in vivo, em modelo animal para o
estudo da doenca de Alzheimer (LIU et al.,, 2011), atuando em ambos o0s casos como
agonista de receptores de estroégeno tipo B. Vale destacar que o papel protetor do estrégeno
sobre a degeneracdo de neurbnios dopaminérgicos em animais (AL SWEIDI et al., 2012;
BOURQUE et al., 2012; CORDELLINI et al., 2012) e em humanos (ADAMS, KUMAR, 2013;
DLUZEN, MCDERMOTT, 2000) é mediado por receptores tipo B (MCFARLAND et al.,
2013). A acado neuroprotetora da liquiritigenina também foi observada in vitro, frente a
excitotoxicidade glutamatérgica (YANG et al., 2013).

Portanto, o EHPV apresenta um conjunto de compostos que congregam acdes de
combate a formacédo de mediadores inflamatorios toxicos, de espécies reativas de oxigénio,
da excitotoxicidade mediada por glutamato e a apoptose, ab mesmo tempo em que pode
promover o crescimento e proliferacdo celular. Tal combinacdo pode favorecer o tratamento
de diferentes aspectos pertinentes a neurodegeneracdo dopaminérgica de forma que o

EHPV pode configurar uma potencial estratégia terapéutica na DP.
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Capitulo IV — CONCLUSAO
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6 CONCLUSAO

O EHPV obtido da propolis vermelha de Sergipe mostrou, em ordem crescente de

massa, 0s marcadores daidzeina, formononetina, biochanina A e liquiritigenina.

O tratamento com EHPV a 10 mg/kg protegeu neurdnios dopaminérgicos da

neurodegeneracdo da via nigroestriatal em ratos.

Considerando-se as atividades bioldgicas descritas para os marcadores quimicos e a
fisiopatologia da DP, sugere-se que o efeito neuroprotetor do EHPV esteja associado a
acOes de combate a formacdo de mediadores inflamatérios, de espécies reativas de
oxigénio, da excitotoxicidade glutamatérgica e de apoptose, que podem ser moduladas por

receptores estrogénicos tipo 3, além de um possivel efeito neurotréfico.
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