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AVALIAÇÃO DO EFEITO NEUROPROTETOR DO EXTRATO HIDROETANÓLICO DE 

PRÓPOLIS VERMELHA EM MODELO ANIMAL PARA ESTUDO DA DOENÇA DE 

PARKINSON 

Dayse Rosângela Santos Marques 

RESUMO 

As características fisiopatológicas doença de Parkinson (DP) incluem o estresse 

oxidativo, neuroinflamação e apoptose. O extrato hidroalcoólico de própolis vermelha 

(EHVP) apresenta propriedades antioxidante, anti-inflamatória e neuroprotetora contra lesão 

de nervo ciático periférico em ratos. Este trabalho se propôs a avaliar o efeito neuroprotetor 

do EHPV contra a lesão da via dopaminérgica nigroestriatal induzida por aplicação 

intracerebral de hidroxidopamina (6-OHDA) em roedores. O EHPV foi caracterizado 

quimicamente por cromatografia líquida de alta eficiência. O estudo foi aprovado pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Tiradentes (CEUA, protocolo 

número 170610). Ratos Wistar machos (250 ± 50 g) foram anestesiados (cetamina/xilazina, 

1 mL / 100 g) e receberam microinjeção intraestriatal unilateral de solução salina contendo 

ácido ascórbico (0,02%, grupo sham) ou 6-OHDA (20 ug/2 ul, grupo lesão) nas coordenadas 

estereotáxicas AP: 1,2; VL: 2,5 e DV: 5,0 em relação ao Bregma. Os roedores foram 

tratados com veículo (Tween 80, 2% em água destilada, 1 ml) ou EHPV (10 e 50 mg/kg) por 

via oral durante duas semanas após a lesão, em dias intercalados a partir o dia da cirurgia. 

A eutanásia em câmara de CO2 foi realizada no 28º dia, para remoção dos encéfalos que 

foram fixados em formalina e embebidos em parafina. Secções (5 um) do estriado e 

substância negra compacta (SNc) foram coradas por imunohistoquímica para tirosina-

hidroxilase (TH), marcador de neurónios dopaminérgicos. O método indireto avidina-biotina-

peroxidase (ABC) foi empregado antes da revelação com diaminobenzidina. Imagens das 

regiões de interesse foram obtidas com um microscópio óptico acoplado a câmara 

fotográfica e microcomputador. Foi quantificado o número médio de neurônios positivos para 

TH na SNc bilateralmente (aumento de 100X), enquanto a inervação estriatal foi avaliada 

por densitometria óptica (aumento de 40X). Ao menos três campos em cada plano 

rostrocaudal das estruturas foram registrados. Os dados foram expressos como 

porcentagem em relação ao lado intacto e as comparações entre os tratamentos foram 

feitos por meio de ANOVA de uma via seguido por teste post-hoc de Tukey (P <0,05). Na 

composição química foram identificados os compostos neuroprotetores daidzeína (3,1 

mg/g), formononetina (6,3 mg/g), liquiritigenina (10 mg/g) e biochanina A (7,2 mg/g). No 

ensaio biológico, o número médio de neurónios remanescentes na SNc foi reduzido após 

lesão (60,4% ± 2,7) e os valores foram significativamente aumentadas quando administrado 

o EHPV a 10 mg/kg (grupo lesão tratado com EHPV 10 mg/kg: 88,9% ± 6,1; grupo lesão 

tratado com EHPV 50 mg: 81,4% ± 3,3; F3-31 = 5,50, p = 0,0042). A inervação dopaminérgica 

também foi preservada pela administração de HERP 10 (grupo lesão tradado com veículo: 

85,6% ± 1,9; grupo lesão tratado com HERP 10 mg: 100,4% ± 6,8; grupo lesão tratado 

HERP 50 mg: 89,4% ± 3,4; F3-54 = 6,84, p = 0,0006). Em conclusão, o EHPV a 10 mg/kg, 

rico em isoflavonas, mostrou efeito protetor contra a lesão dopaminérgica induzida pela 6-

OHDA e pode representar um agente promissor para o tratamento de doenças 

neurodegenerativas. 

Palavras-chave: 6-OHDA, isoflavonas, tirosina hidroxilase. 
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NEUROPROTECTIVE EFFECTS OF RED PROPOLIS HYDROALCOHOLIC 

EXTRACT IN A RAT MODEL OF PARKINSON’S DISEASE. 

Dayse Rosângela 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 μg/2μl, 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 CO2 

chamber. The rat brains were removed, formalin-fixed and paraffin-embedded. The sections 

(5 µm) 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; F3-31 = 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 INTRODUÇÂO 

A doença de Parkinson (DP) é uma desordem neurodegenerativa crônica que afeta 1% 

da população acima de 55 anos. É caracterizada pela perda de neurónios dopaminérgicos 

na parte compacta da substância negra com consequente depleção de dopamina (DA) no 

núcleo estriado (WIRDEFELDT et al., 2011; MUANGPAISAN et al., 2011).  

As manifestações fisiológicas decorrentes da disfunção dopaminérgica no circuito dos 

núcleos da base incluem tremores, bradicinesia, reflexos posturais anormais, rigidez, 

acinesia e instabilidade postural. Estas alterações motoras podem ser acompanhadas por  

sintomas não motores, tais como déficits olfativos, prejuízo do sono e distúrbios 

neuropsiquiátricos (DEXTER, JENNER, 2013; CHAUDHURI, SCHAPIRA, 2009). 

Ainda não existem tratamentos efetivos para esta doença 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 necessária a 

busca por novas estratégias visando a interrupção da morte neuronal. 

Embora a etiologia da DP ainda não seja completamente esclarecida (OBESO et al., 

2010), tem sido reportado que eventos bioquímicos que envolvem o estresse oxidativo, 

anormalidades da função mitocondrial, neuroinflamação, apoptose e exitotoxicidade 

(LESZEK et al., 2016; RYAN et al., 2015) estão relacionados  à iniciação e progressão da 

doença (BLESA et al., 2015). 

Um interesse crescente tem sido dedicado ao uso de produtos de origem natural para 

tratamento ou prevenção da DP.  Considerando-se a fisiopatologia desta doença, produtos 

naturais e seus componentes bioativos que reduzem a formação de mediadores pró-

inflamatórios e/ou a formação de espécies reativas de oxigênio podem promover 

neuroproteção, como já observado experimentalmente para os extratos provenientes dos 

gêneros Alpinia, Astragalus, Ginkgo e Pueraria, entre outros (SCHMITT et al., 2011; LI et al., 

2013). 

A própolis vermelha é um produto natural de origem apícola encontrado na Nordeste do 

Brasil. Estudos utilizando extratos da própolis vermelha mostraram que este composto 

exerce ação antioxidante (CABRAL et al., 2009; FROZZA et al., 2013), e anti-inflamatória 

(LIMA CAVENDISH et al., 2015), além de apresentar atividades anticancerígena (PINHEIRO 

et al., 2014; RIBEIRO et al., 2015), cicatrizante (ALMEIDA et al., 2013; SOUZA et al., 2013), 

antimicrobiana (BISPO JUNIOR et al., 2012), antifúngica (PIPPI et al., 2015) e citotóxica 
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contra células tumorais (FRANCHI et al., 2012). Também foi observada ação neuroprotetora 

do extrato hidroetanólico de própolis vermelha (EHPV) após lesão de nervo periférico 

(BARBOSA et al., 2015) e lesão medular (DOS SANTOS, 2013) em ratos.  

As ações biológicas do EHPV são comumente associadas a grandes quantidades de 

flavonóides como a biochanina A, formononetina, isoliquiritigenina, rutina, liquiritigenina, 

daidzeína, quercetina, dalbergina e pinocembrina em sua composição química (DAUGSCH 

et al., 2007; SILVA et al., 2008; AWALE et al., 2008). Destaca-se que alguns destes 

compostos apresentaram ação neuroprotetora in vivo frente à isquemia e trauma cerebral 

como a formononetina (LIANG et al., 2014; ZHU et al., 2014; LI et al., 2014), a daidzeína 

(ARAS et al., 2015) e a biochanina A (WANG et al., 2015). 

Portanto, considerando as propriedades químicas, antioxidante, anti-inflamatória e 

neuroprotetora da própolis vermelha, suscita-se como hipótese que o EHPV possa diminuir 

a morte neuronal dopaminérgica, tal como ocorre na DP. Assim, o presente trabalho se 

propôs a avaliar o efeito neuroprotetor do tratamento oral com EHPV após lesão da via 

nigroestriatal por aplicação de 6-OHDA em ratos. Este modelo animal tem sido útil para 

esclarecer os mecanismos de morte celular e avaliar estratégias terapêuticas para a doença, 

além de reproduzir os principais processos celulares da DP, como o estresse oxidativo, 

neurodegeneração progressiva, neuroinflamação e morte por apoptose (BLESA et al., 

2012). 
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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 ESPECÍFICOS: 

 

  2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

Caracterizar quimicamente o EHPV obtido da própolis vermelha de Sergipe por meio de 

análise cromatográfica, a fim de identificar principais compostos bioativos; 

Avaliar o efeito do tratamento com EHPV sobre a quantidade de neurônios 

dopaminérgicos remanescentes e sobre a densidade de inervação dopaminérgica após 

lesão, por meio de análise imunohistoquímica. 
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3 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

3.1 Doença de Parkinson: quadro clínico e epidemiológico 

A doença de Parkinson (DP) foi relatada pela primeira vez em 1755 a partir das 

pesquisas do médico James Parkinson. A doença foi denominada por Parkinson como 

paralisia agitante, pois se caracteriza por movimentos trêmulos involuntários com redução 

da força muscular, inclinação do tronco para frente e aceleração involuntária da marcha, ou 

festinação (PARKINSON, 1817, 2002). 

As manifestações clínicas da DP incluem ainda rigidez, acinesia, bradicinesia e 

instabilidade postural (RODRIGUEZ-OROZ et al.,2011). Estas manifestações motoras 

podem ser acompanhadas por sintomas não motores, tais como déficit olfativo, prejuízo do 

sono e distúrbios neuropsiquiátricos (CHAUDHURI, SCHAPIRA, 2009). Dado o conjunto de 

sintomas, a DP interfere negativamente na qualidade de vida dos indivíduos acometidos e 

de seus familiares (NAVARRO-PETERNELLA, MARCON, 2010). 

Atualmente, a DP é a segunda desordem neurodegenerativa crônica em prevalência 

relacionada à idade (DEXTER; JENNER, 2013). Dados da Organização Mundial de Saúde 

(OMS) revelam que a DP atinge 1 a 2% da população acima de 65 anos, sendo que no 

Brasil sua prevalência é de 3% e estima-se que 200 mil pessoas sofram com o problema. 

Considerando-se o envelhecimento da população - no Brasil estima-se que em 2050 haverá 

226 idosos de 60 anos ou mais para cada 100 crianças e adolescentes (IBGE, 2009) – este 

quadro se torna ainda mais relevante. 

As características fundamentais da DP estão associadas a disfunções no circuito 

neuronal dos núcleos da base, presentes no encéfalo, que têm como função o 

planejamento, iniciação, execução e finalização de movimentos coordenados. A 

denominação núcleos da base se refere a cinco núcleos subcorticais interligados: caudado, 

putâmen, globo pálido (porção interna e externa), núcleo subtalâmico e substância negra 

(parte compacta e reticulada). O globo pálido localiza-se na lateral da cápsula interna, 

medialmente ao putâmen, e divide-se em segmentos interno (GPi) e externo (GPe). Em 

adição a esses agrupamentos neuronais telencefálicos, o núcleo subtalâmico (NSt) no 

diencéfalo e a substância negra no mesencéfalo também são considerados como núcleos 

da base (SCALZO; JÚNIOR, 2009).  

Neste circuito, os estímulos aferentes são recebidos do córtex cerebral e os estímulos 

eferentes são enviados através do tálamo, de volta aos córtices pré-frontal, pré-motor e 
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motor (QUIROGA-VARELA et al.,2013).  O neoestriado (caudado e putâmen) recebe 

aferências do córtex sensório-motor e constitui o principal núcleo de entrada do circuito. Sua 

atividade, que influencia os núcleos da saída e, por conseguinte, a facilitação ou inibição dos 

movimentos, é regulada por conexões aferentes da substância negra parte compacta 

(JUNIOR; FELICIO; PRADO, 2006), que sintetiza como neurotransmissor a dopamina 

(JONES; AUSTEN-GODWIN, 2000). 

Na DP ocorre degeneração de neurônios dopaminérgicos na substância negra 

compacta (SNc) com consequente depleção de dopamina no neoestriado. Esta via é 

chamada de nigroestriatal. Na ausência de dopamina, é inibida a transmissão que facilita os 

movimentos (por meio da ação da dopamina em receptores estriatais tipo D1), enquanto é 

hiperativada a transmissão que os inibe (por meio da ação da dopamina em receptores 

estriatais tipo D2) (CRUZ et al., 2011). Ocorre um bloqueio da ativação cortical pelo tálamo e 

o córtex motor deixa de programar e comandar movimentos, com consequente acinesia, 

rigidez muscular e diminuição dos movimentos, enquanto descargas dessincronizadas no 

tálamo levam à ocorrência de tremores (DEJEAN et al., 2012; LENT, 2010).  

A perda inicial de neurônios dopaminérgicos na DP que promove o aparecimento dos 

sintomas é da ordem de 60% a 70%, maior na camada ventrolateral da substância negra 

compacta, progredindo para as camadas medial, ventral e dorsal (PEREIRA et al., 2007). 

Embora seja considerada uma afecção caracterizada por déficits do sistema dopaminérgico, 

também ocorrem distúrbios nos sistemas colinérgico, serotoninérgico e noradrenérgico, uma 

vez todos que estes neurotransmissores participam das vias de sinalização dos núcleos da 

base (JELLINGER; 2012). 

Os neurônios dopaminérgicos contêm neuromelanina e, com a perda de neurônios na 

DP, essa região sofre despigmentação. Por este motivo, acredita-se que quanto mais clara a 

substância negra, maior é a perda de dopamina. À medida que a doença progride e os 

neurônios se degeneram, eles desenvolvem inclusões citoplasmáticas, que são 

denominados corpos de Lewy. A deposição da proteína alfa sinucleína, que forma os corpos 

de Lewy e a redução na expressão da enzima tirosina hidroxilase (enzima limitante da 

síntese de dopamina) são marcas patológicas da DP (ZUCCA et al., 2014; SOUZA, 2011). 

 

 

3.2 Etiologia e Fisiopatologia da DP 

A DP é uma doença idiopática, decorrente de vários fatores, que podem ser genéticos 

ou ambientais e envolvem eventos como o estresse oxidativo, anormalidades da função 

mitocondrial, neuroinflamação, apoptose e exitotoxicidade (RYAN et al., 2015; SOUZA et al, 

2011). A exposição a agentes tóxicos ambientais, principalmente pesticidas, metais e 
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solventes pode levar à perda seletiva dos neurónios dopaminérgicos na SNc através da 

alteração dos mecanismos celulares envolvidos no desenvolvimento da DP, tais como a 

disfunção mitocondrial, ativação da micróglia e inflamação, que convergem na produção de 

estresse oxidativo (BLESA et al., 2015; CHIN-CHAN, NAVARRO, QUINTANILLA;  2015). 

Em condições fisiológicas normais, existe um equilíbrio entre a formação de espécies 

reativas de oxigênio e sua eliminação pelo sistema de óxido-redução. O estresse oxidativo 

se dá quando há um desequilíbrio entre produção e eliminação com tendência para 

predomínio de produção e é causa de dano neuronal observado em várias doenças 

neurológicas incluindo a DP (MOSLEY et al, 2006). É definido como a situação na qual a 

formação de espécies reativas (de oxigênio, nitrogênio, etc.) excede a capacidade de defesa 

antioxidante e de reparo da célula, tendo como consequência o aumento de danos a 

biomoléculas (DNA, lipídios, proteínas). Estes danos, quando não 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 produção da dopamina ocorre no encéfalo pela ativação da enzima tirosina 

hidroxilase, que transforma o aminoácido tirosina em L-DOPA. Esta, posteriormente, será 

descarboxilada constituindo a dopamina. Regiões encefálicas ricas em catecolaminas são 

extremamente vulneráveis a geração 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, são gerados radicais livres como o peróxido de hidrogênio 

(H2O2), o ânion superóxido (O2-) e o peroxinitrito (ONOO-). A metabolização da dopamina 

pode ocorrer através de enzimas como a monoamino oxidase (MAO) ou por decomposição 

espontânea através da auto-oxidação, neste caso ocorre liberação do radical livre H2O2 e 

formação de dopamina-quinona. Níveis elevados de H2O2 podem liberar íons férricos de 

proteínas como a hemoglobina e citocromo, que por sua vez reduzem o H2O2 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, lipídios, proteínas e DNA. Portanto, 

o metabolismo da DA pode agravar os danos nos tecidos pelo aumento dos níveis do radical 

livre H2O2 (DANIELSON e ANDERSEN, 2008; RAPPOLD e TIEU, 2011). 

O dano oxidativo pode ser gerado por disfunção mitocondrial, auto-oxidação da 

dopamina, agregação de alfa-sinucleína, ativação da micróglia, alterações na sinalização 

mediada por cálcio (excitotoxicidade) e excesso de íons ferro. Em adição, alterações nas 

vias de transcrição de sistemas antioxidantes como a glicogênio sintase quinase 3β (GSK-

3β), fator nuclear eritróide 2 relacionado ao fator 2 (NrF2), proteína quinase ativada por 

mitógeno (MAPK), fator nuclear kappa B (NF-κB) e atividade diminuída de superóxido 

dismutase (SOD), catalase e glutationa tem sido correlacionada com o aumento da idade e 

com a incidência da DP (KUMAR et al., 2012). 
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Ao mesmo tempo, estudos experimentais e post-mortem sugerem que a inflamação 

está presente tanto em lesões agudas do Sistema Nervoso Central (SNC) quanto em 

doenças neurodegenerativas (HERNANDEZ-ROMERO et al.,2012). Células da glia estão 

envolvidas na neuroinflamação e a desregulação ou ativação glial excessiva pode resultar 

na morte neuronal (HIRSCH et al., 2003). Em condições fisiológicas, esta população de 

células é capaz de reduzir a liberação do glutamato em processos de excitotocididade, 

diminuir a formação de radicais livres, restabelecer a barreira hematoencefálica lesionada e 

promover a neurovascularização e neurogênese. Entretanto, a reação astrocitária excessiva 

resulta na falência da reparação da barreira hematoencefálica, infiltração leucocitária, 

desmielização severa e morte de células oligodendrócitas (WANG, LIU e ZHOU, 2015).  

A ativação microglial prolongada com liberação sustentada de mediadores pró-

inflamatórios [fator de necrose tumoral alf (TNFα) e interleucinas (IL) IL-1β, IL-6) também 

contribui para gerar o estresse oxidativo (LESZEK et al., 2016) e observou-se que 

tratamentos com anti-inflamatórios como citocinas anti-inflamatórias [IL-10 e fator de 

transformação do crescimento beta (TGFβ1)], inibidores de ciclo-oxigenase (COX), NADPH 

oxidase e do NF-κB podem diminuir a neurodegeneração, (PETERSON, FLOOD, 2012). 

Além dos níveis de citocinas, as neurotrofinas e fatores de morte celular programada 

(apoptose) também se encontram modificados no encéfalo e no líquido cérebroespinhal de 

pacientes, bem como em modelos experimentais de DP. Como exemplo podem ser citados 

membros da família de genes anti-apoptóticos Bcl-2 e Bcl-xl, que exercem seus efeitos na 

manutenção da integridade da superfície externa da membrana mitocondrial. Por outro lado, 

genes pró-apoptóticos, como Bax, comprometem a integridade da membrana levando à 

liberação de fatores proapoptóticos como o citocromo C no citosol, que resulta na ativação 

da enzima caspase-3 e morte celular. O óxido nítrico 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, após a identificação das alterações patológicas e 

bioquímicas no encéfalo de pacientes com DP, surgiu o primeiro tratamento com sucesso no 

tratamento dessa enfermidade. A Levodopa (L-DOPA), produz benefícios clínicos para 

praticamente todos os pacientes e reduz a mortalidade causada por esta doença. No 

entanto, logo após a introdução da mesma, se tornou evidente que o tratamento por longo 

prazo era complicado pelo desenvolvimento de efeitos adversos que incluem flutuações 

motoras chamadas discinesias e complicações neuropsiquiátricas (HAUSER et al., 2007; 

BASTIDE et al., 2015). 
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Os medicamentos mais utilizados no tratamento da DP são: anticolinérgicos para 

melhorar os tremores; antidepressivos tricíclicos, inibidores seletivos de recaptação da 

serotonina, antipsicóticos e anticonvulsivantes e os fármacos dopaminérgicos que estimulam 

diretamente os receptores de dopamina. Neste caso, destaca-se a L-DOPA devido à 

diminuição dos sintomas parkinsonianos (FOX et al., 2011; GOETZ et al., 2005). 

A L-DOPA é o tratamento padrão para a DP, mas os efeitos adversos provocados por 

este fármaco fazem com que seja cautelosa a sua utilização. Quando o tratamento 

farmacológico e de reabilitação da DP passam a não surtir os efeitos terapêuticos desejados 

ou ocorrem manifestações adversas não controladas apesar do ajuste da medicação, indica-

se o tratamento cirúrgico que pode ser realizado através de duas condutas distintas: a 

estereotaxia (palidotomia ou talamotomia) e a estimulação cerebral profunda. Ainda assim, 

os resultados do tratamento cirúrgico não são efetivos para alguns pacientes (GONÇALVES, 

LEITE, PEREIRA, 2011). 

Os efeitos colaterais dos fármacos antiparkinsonianos tradicionais determinam que 

esses só sejam iniciados quando os sintomas venham a prejudicar a qualidade de vida 

(HECHTNER et al., 2014). Na fase mais avançada da DP, por ser um distúrbio neuro-

degenerativo, os tratamentos medicamentosos serão menos eficazes em amenizar seus 

sintomas (ROGRIGUES, CAMPOS, 2006; MANCOPES et al., 2013). É estimado que o 

custo anual mundial com medicamentos antiparkinsonianos esteja em torno de 11 bilhões 

de dólares, sendo cerca de 3 a 4 vezes mais caro para os pacientes na fase avançada da 

doença (FINDLEY, 2007; RODRIQUEZ-BLAZQUEZ et al., 2015). 

Ainda que estudos recentes tenham proposto modificações na formulação, vias de 

administração e terapias concomitantes à L-DOPA para redução dos efeitos adversos 

(LOTIA, JANKOVIC, 2016), novas alternativas terapêuticas são necessárias visando a 

melhora da qualidade de vida dos indivíduos acometidos. 

3.4 Estudos pré-clínicos com produtos naturais 

Modelos experimentais que utilizam animais tem sido de fundamental importância para 

o avanço do conhecimento acerca da fisiopatologia da DP, bem como ao desenvolvimento 

de novas abordagens terapêuticas (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 produção de 

lesões unilaterais. A droga é injetada na via nigroestriatal e se acumula nos neurônios 

dopaminérgicos levando-os à morte (UNGERSTEDT, 1968). Em ratos, os efeitos da 

depleção extensa de dopamina podem ser acessados por exames comportamentais, como 

o teste rotatório 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 lesões 

proporcionadas não resultam na formação de corpos de Lewy na substância negra. Entre os 

efeitos comportamentais, destacam-se a acniesia, bradicinesia e a instabilidade postural 

(DAUER AND PRZEDBORSKI, 2003).  

O primeiro modelo de exploração da neurotoxicidade da 6-OHDA foi desenvolvido em 

1968 por Ungerstedt que consistiu na injetação 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 aplicação unilateral permite avaliar os mecanismos de morte celular do lado 

lesionado e os mecanismos compensatórios no lado contralateral (SIMOLA; MORELLI; 

CARTA, 2007).   

A 6-hidroxidopamina (6-OHDA) não atravessa a barreira hematoencefálica, o que exige 

a sua injeção direta na parte compacta da substância negra (SNc) ou no corpo estriado por 

meio de cirurgia estereotáxica para desencadear a morte neuronal. Sua característica 

principal associada à DP é gerar o estresse oxidativo, mas também observa-se 

neruoinflamação e apoptose. A 6-OHDA, tem alta afinidade pelo transportador de dopamina 

(DA) na fenda sináptica, é captada pelo sistema de transporte da dopamina e age de modo 

seletivo sobre os neurônios dopaminérgicos da substância negra. Após a entrada na célula, 

a toxina é convertida em 6-OHDA-quinona em uma reação que produz espécies reativas de 

oxigênio (ALVAREZ-FISCHER et al., 2008; RODRIGUES; CAMPOS, 2006). 

Quando injetada diretamente na SNc (corpos celulares) ou no feixe prosencefálico 

medial (axônios), a morte neuronal ocorre rapidamente e massiva. Por outro lado, a 

aplicação no estriado (terminais) promove, através do transporte retrógrado da toxina, perda 

parcial e progressiva dos neurônios dopaminérgicos mesencefálicos que pode ser verificada 

depois de quatro semanas após a lesão (KIRIK et al., 2000).   

Este modelo tem sido aplamente utilizado nos útlimos anos para investigação de novos 

produtos com potencial para interromper ou retardar a morte neuronal dopaminérgica, entre 

eles os produtos naturais, com ação antioxidante, ati-inflamatória e antiapoptose. Alguns 

exemplos, bem como os mecanismos de ação destes produtos frente às modificações 

deletérias no sistema dopaminérgico são ilustrados na tabela 1. 

Os produtos naturais foram usados na antiguidade para o tratamento de várias doenças 

(GRAGG et al., 2013). Produtos farmacêuticos modernos de origens naturais foram 

desenvolvidos através do avanço tecnológico e industrial (MISHRA; TIWARI, 2011). 

Inovações têm acontecido para melhorar os tratamentos convencionais e intensificar as 

pesquisas a partir da utilização destes produtos, que exercem importantes ações biológicas 

através de estruturas diversificadas em sua composição química (SCHMITT et al., 2011; 
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ZHANG et al., 2013). No Brasil, o avanço nas pesquisas para utilização de produtos naturais 

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

 

Tabela 1: Trabalhos pré-clínicos utilizando 6-OHDA para investigação do efeito e 

mecanismo neuroprotetor de produtos naturais. 

Referência Produto Efeitos sobre a lesão 

BITU PINTO et al., 

2015. Evid Based 

Complement 

Alternat Med. 

Camellia sinensis  

(chá verde); 

Epicatequiina, 

Epigalatocatequina 

Reversão de déficits motores, emocionais e 

cognitivos, diminuição da peroxidação lipídica, 

diminuição da formação e nitritos e nitratos, 

restauração dos níveis de dopamina estriatal, 

recuperação da expressão de TH, inibição da 

expressão COX-2 e da iNOS. 

KIASALARI et al., 

2015. Cell Mol 

Neurobiol. 

Hypericum perforatum 

(erva de São João) 

Reversão de déficits comportamentais, diminuição da 

formação de malondialdeído e glutationa oxidase, 

aumento da catalase, normalização a expressão de 

GFAP e TNF-α, diminuição da fragmentação do DNA 

e aumento da expressão TH. 

CALOU et al., 2014. 

Parkinsons Dis. 

Myracrodruon 

urundeuva (planta do 

semiárido) 

Reversão de déficits comportamentais, restauração 

da expressão de TH, diminuiu a expressão GFAP e 

OX-42 (micróglia), restauração os níveis de DOPAC 

estriatal. 

REZAEI, 

ALIREZAEI M, 

2014. J Physiol Sci. 

Althaea officinalis Diminuição da proxidação lipídica, atenuação de 

alterações comportamentais, proteção de neurônios 

marcados para TH. 

OH et al., 2013. 

Phytother Res 

Sanguisorbae radix Inibição de NADPH oxidase, aumento na expressão 

do antioxidante endógeno heme oxigenase 1. 

SHOBANA, 

KUMAR, SUMATHI, 

2012. Cell Mol 

Neurobiol 

Bacopa monniera Linn Reversão de déficits comportamentais, diminuição da 

peroxidação lipídica, restauração de atividade 

catalase e superóxido dismutase, aumento da 

glutationa reduzida. 

KWON et al., 2012. 

Food Chem Toxicol 

Lonicera japonica Inibição de alterações mitocondriais e de genes pró-

apoptóticos e inibição do estresse oxidativo mediado 

por MAPK, PI3K/Akt e NF-κB 

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

óxido nítrico induzida - presente em macrófagos, GFAP: proteína glial fibrilar ácida – macroglia, TNF-α: fator de necrose 

tumoral alfa, DNA: ácido desoxirribonucleico, DOPAC: metabólito de dopamina, MAPK: proteína quinase ativada por mitógeno, 

PI3K/Akt: via de sinalização intracelular dependente da fosfatidilinositol 3-kinase (PI3k)/proteína kinase B (ou AKT) e NF-κB: 

factor nuclear kappa B. 

 

3.5 Própolis 

A própolis é um produto natural apícola comercializado de forma lucrativa em várias 

partes do mundo. A utilização deste recurso natural causa um baixo impacto ao meio 
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ambiente e colabora para o desenvolvimento econômico da região, pois é produzida por 

pequenos produtores (OLIVEIRA et al., 2010).  

Os apiterápicos que apresentam indicações terapêuticas podem ser registrados 

como medicamentos específicos segundo a Resolução-RDC nº 132, de 29 de maio de 2003, 

D.O.U. de 02/10/2003 (ANVISA, 2005) e a maioria dos produtos à base de própolis 

comercializados no Brasil possui registro (BRASIL, 2001).  Os limites para a fixação de 

identidade e qualidade da própolis são preconizados pelo Ministério da Agricultura através 

da Instrução Normativa nº 3, de 19 de janeiro de 2001. De acordo com a ANVISA (2005) 

“Entende-se por própolis o produto oriundo de substâncias resinosas, gomosas e 

balsâmicas, colhidas pelas abelhas, de brotos, flores e exsudatos de plantas, nas quais 

estas acrescentam secreções salivares, cera e pólen para elaboração final do produto”. 

A palavra própolis é de origem grega, que significa: “em defesa da cidade ou da 

colmeia” (BANKOVA et al., 2000). As abelhas utilizam a própolis para impermeabilização, 

esterilização, embalsamamento e vedação da colmeia para evitar a entrada de intrusos 

(BURDOCK, 1998; BANKOVA et al., 2000; ALMUTAIRI et al., 2014).  

 A própolis possui na sua composição resina e bálsamo (50-60 %), ceras (30-40%), 

óleos essenciais e aromáticos (5-10%), pólen (5%) e outras substâncias como, manganês, 

estrôncio, alumínio, cálcio, ferro, cobre e vitaminas B1, B2, B6, C e E., No entanto, a 

composição química da própolis pode variar de acordo com o local e época de coleta, a flora 

da região e tais características químicas podem influenciar suas propriedades físicas e 

biológicas (NUNES et al., 2009; MENDONÇA, 2011). Por este motivo, a caracterização da 

sua qualidade é de grande importância (PEREIRA et al., 2002; LOTTI et al., 2010; SFORCIN 

et al., 2011). 

As pesquisas reportam ações biológicas da própolis, como atividade antimicrobiana 

(SIQUEIRA et al., 2008; BISPO JUNIOR et al., 2012;), anti-inflamatória (LÉDON, 1997), 

cicatrizante, anestésica e antioxidante (ALMEIDA et al., 2013; GECKIL et al., 2005), 

antitumoral, hematoestimuladora (CAVALCANTE et al.,2011), radioprotetora (ORŠOLIC; 

BAŠIC, 2005), antiparasitária (MONZOTE et al., 2012), anti-herpes (AMOROS et al., 1992) e 

ação hormonal (SONG et al., 2002).  

Já foram identificados em diferentes amostras de própolis mais de 300 constituintes, 

dentre eles os flavonoides, fenóis e aminoácidos, ácidos aromáticos, ácidos graxos (PARK 

et al., 2002; PEREIRA et al., 2002; LUSTOSA et al., 2008; ALMUTAIRI et al., 2014). Os 

flavonóides presentes na própolis (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 própolis possui atividade antioxidante, associada 

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

No ano de 2000, 12 diferentes tipos de própolis brasileiras foram classificados e 

caracterizados de acordo a composição química de tipo 01 a tipo 12 (ALENCAR, et al., 

2005). Um novo tipo de própolis que tem como origem botânica a Dalbergia ecatosphillum, 

espécie originária de manguezais do estado de Alagoas, foi descrito e denominado de 

“própolis vermelha” por causa de sua cor vermelha intensa. Esta variedade foi classificada 

como o 13º tipo de própolis brasileira (HAN et al., 2009; ALENCAR et al., 2009; ALENCAR 

et al., 2007; SILVA et al., 2008).   

3.6 Própolis vermelha 

3.6.1 Origem botânica e composição química 

A própolis brasileira vermelha pertence ao 13° grupo de própolis e na última década 

tem sido objeto de estudos farmacológicos (SILVA et al., 2008; SIQUEIRA et al., 2008; LIO 

et al., 2010; PICCINELLI et al., 2011; FRANCHI et al., 2012). A origem botânica da própolis 

de Sergipe e Alagoas é 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 botânica da própolis vermelha cubana é denominada de Clusia nemorosa 

(CUESTA-RUBIO et al., 2002). A origem da própolis vermelha venezuelana é descrita como 

Clusia scrobiculata (TRUSHEVA et al., 2006). Porém, um estudo mais recente sugeriu a D. 

ecastophyllum como origem botânica da própolis vermelha cubana e a contribuição da 

resina da família Clusiaceae para formação da própolis vermelha brasileira, devido à 

presença de benzofenonas polisopreniladas na mesma. Essas variações podem alterar a 

atividade biológica, farmacológica e toxicológica desse produto natural, uma vez que a 

composição química da fonte vegetal influencia as suas características químicas 

(PICCINELLI et al., 2011; CABRAL et al., 2009).  

Em amostras da variedade vermelha do Brasil, Cuba, México e Venezuela foram 

identificadas substâncias como isoflavonoides, pterocarpanos, chalconas, flavonoides, 

benzofenonas preniladas e terpenos. Compostos como vestitol, medicarpina, formononetina, 

biochanina A, liquiritigenina e isoliquiritigenina são os principais compostos da própolis 

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 própolis vermelha brasileira flavonoides (rutina, 

liquiritigenina, daidzeína, pinobanksina, quercetina, dalbergina, pinocembrina, biochanina A, 
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formononetina, isoliquiritigenina, entre outros) e ácidos fenólicos (DAUGSCH et al., 2007; 

SILVA et al., 2008; AWALE et al., 2008). Substâncias como neovestitol, vestitol e 

isoliquiritigenina são encontradas em amostras de própolis vermelha alagoana.  Entre estes, 

o vestitol demonstra a maior atividade antioxidante e a isoliquiritigenina é a mais ativa 

quanto à ação antimicrobiana (OLDONI et al., 2011). 

Em um estudo recente, amostras de própolis vermelha de diferentes regiões foram 

agrupadas de acordo com os íons marcadores específicos encontrados na análise química 

das mesmas. Amostras de Alagoas e Paraíba 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, 

o íon marcador na espectrometria de massa foi o m/z 601,35 (provavelmente uma 

benzofenona proveniente de origem botânica da família Guttiferae). Nesse grupo também 

foram encontradas, em todas as amostras, a formononetina e biochanina A, que são 

comuns à D. ecastophyllum.  Este resultado indica que pelo menos duas espécies de 

plantas são as principais fontes desse produto. No grupo B os íons marcadores foram 

formononetina, biochanina A e pinocembrina, os mesmos marcadores da D. ecastophyllum. 

Esse último resultado confirma a origem botânica das amostras analisadas do grupo B. 

Ainda nesse estudo, o grupo A apresentou um íon marcador correspondente à fórmula 

molecular C38H50O6 que pode corresponder a três compostos encontrados em amostras de 

própolis: gutiferona E, oblongifolina A e xantochimol (LOPEZ et al., 2014). 

3.6.2 Atividade biológica 

Estudos de análise da atividade biológica tem demonstrado que os resultados 

obtidos pela utilização de própolis vermelha são superiores aos encontrados para outras 

amostras. Por exemplo, pesquisas demonstraram uma maior atividade antifúngica da 

própolis vermelha em relação à variedade verde contra as espécies Trichophyton rubrum, 

Trichophyton tonsurans e Trichophyton mentagrohytes (SIQUEIRA et al., 2008). Tal 

comportamento também pode ser observado na avaliação da atividade citotóxica em células 

leucêmicas humanas, onde o extrato etanólico da própolis vermelha foi mais eficaz quando 

comparado ao extrato etanólico da própolis da verde (FRANCHI et al., 2012). A própolis 

vermelha foi mais efetiva quanto à atividade anti-inflamatória quando comparada com a 

variedade verde, em modelo de edema induzido por carragenina e edema de orelha 

induzido por óleo de cróton (ABREU, 2008). 

Machado et al. (2016) também compararam a composição química e atividade 

biológica de diferentes amostras de própolis brasileira (marrom, verde e vermelha) extraídas 

com etanol ou fluido supercrítico e observaram que os extratos de própolis vermelha 
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apresentaram maior potencial biológico para os testes de atividade antimicrobiana e 

antiproliferativa.   

Achados indicam que existe uma melhor atividade antioxidante de subfrações de 

uma amostra de própolis alagoana quando comparado a frações e ao extrato etanólico, 

relacionada à quantidade de compostos fenólicos. Estes componentes específicos estão 

relacionados à ação antioxidante (CABRAL et al.,2009). Portanto, a própolis vermelha tem 

compostos que são conhecidos por possuir propriedades antioxidantes, tais propriedades 

podem ser de grande importância para atividade anticancerígena (FROZZA et al., 2013; 

RIGHI et al., 2011).  

A administração do extrato hidroalcoólico da própolis vermelha brasileira na dose 

100mg/kg modificou a formação, diferenciação e progressão de carcinoma de células 

escamosas na pele de murinos. Tais dados sugerem um efeito modulador na carcinogênese 

dérmica quimicamente induzida (PINHEIRO et al; 2014). 

Os isoflavanóides vestitol e principalmente o neovestitol, substâncias isoladas da 

própolis 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 têm demonstrado uma maior resistência a 

esse produto natural (RIGHI et al., 2011; MONZOTE et al., 2012). Vale destacar que 

compostos como vestitol e neovestitol, encontrados na própolis vermelha, apresentam 

atividade anti-inflamatória (BUENO-SILVA et al., 2013). 

Estudos têm testado os efeitos da própolis vermelha no processo de cicatrização 

(BATISTA et al., 2012; ALMEIDA et al., 2013; SOUZA et al., 2013). A própolis vermelha 

modulou a dinâmica da evolução da inflamação e o processo de deposição de colágeno, 

fatores que podem melhorar a cicatrização (ALBUQUERQUE-JÚNIOR et al., 2009; 

ALMEIDA et al., 2013). Polifenóis presentes na própolis vermelha podem reduzir lesões 

ateroscleróticas, modular fatores angiogênicos e inflamatórios (DALEPRANE et al., 2012).  

No sistema nervoso, após hemissecção da medula espinhal em ratos, observou-se 

que o tratamento com o extrato etanólico da própolis chinesa promoveu um aumento no 

desempenho motor (KASAI et al., 2011). O tratamento com EHPV também acelerou a 

recuperação funcional ao mesmo tempo em que diminuiu a neuroinflamação e a perda de 

motoneurônios após lesão medular (DOS SANTOS, 2013) e lesão de nervo ciático 

(BARBOSA et al., 2015) em ratos. Esses achados sugerem que o HERP possa representar 

uma nova estratégia de tratamento de lesões do sistema nervoso e degeneração nervosa 

inclusive no encéfalo.  
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Em adição, componentes da própolis vermelha apresentaram ação neuroprotetora in 

vivo frente à isquemia e trauma cerebral, como a formononetina (LIANG et al., 2014; ZHU et 

al., 2014; LI et al., 2014), a daidzeína (ARAS et al., 2015) e a biochanina A (WANG et al., 

2015), sendo que o mecanismo subjacente está relacionado à redução da resposta 

inflamatória e diminuição da produção de espécies reativas de oxigênio. A formononetina é 

um dos biomarcadores de própolis vermelha. O extrato hidroalcoólico de própolis vermelha 

(HERP) e a formononetina apresentam atividade anti-inflamatória significativa (LIMA 

CAVENDISH et al., 2015). 

Efeitos tóxicos ocorrer com o uso de produtos naturais para fins medicamentosos 

devido às interações metabólicas decorrentes das doses administradas, das características 

do fármaco e do indivíduo que consome. Foi realizada avaliação 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 segurança na utilização da 

dose de 10 mg/kg   durante 21 dias (DA SILVA et al., 2015). A própolis vermelha e seus 

componentes isolados representam, portanto, importante alvo para pesquisas dirigidas à 

aplicação biomédica (FREIRES, DE ALENCAR, ROSALEN, 2016). 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 Obtenção e caracterização do EHPV 

 

A própolis vermelha produzida por abelhas Apis mellifera foi coletada em um apiário 

localizado no município de Brejo Grande, Sergipe (10°28'25''S, 36°26'12''O), Brasil. A 

amostra de própolis bruta (90,10 g) foi extraída com etanol 70% (v/v; 12.5 mL) em banho de 

ultrassom, durante 1 hora. Ao final deste processo, procedeu-se à filtração e eliminação do 

solvente por evaporação obtendo-se o extrato seco (BARBOSA et al., 2015).  

Para a realização da cromatografia líquida de alta eficiência (caracterização química 

do EHPV) foram dissolvidos 10 mg de EHPV em 50 mL de metanol, obtendo-se uma 

solução 0,2 mg/mL. Esta solução foi filtrada (filtro de 0,45 µm) e uma alíquota de 5 mL foi 

dissolvida em 25 mL de solução metanol/água obtendo-se uma solução de EHPV a 0,04 

mg/mL. 

A análise cromatográfica foi realizada conforme descrito por Alencar et al. (2007). O 

cromatógrafo foi equipado com um desgaseificador DGU-20A3, mostrador automático SIL-

20A, duas bombas LC-20AD e um detector de arranjo de fotodiodos SPDM20Avp com uma 

interface CBM-20A. A separação cromatográfica foi realizada utilizando coluna analítica C18 

150 x 4,6 mm (tamanho de partícula 5μ). A velocidade de influxo foi de 1 mL / min e o 

volume de injecção foi de 20 ul. A coluna foi eluída com gradiente linear de metanol (B) 

água: ácido acético (A) a 1% (v / v). A eluição começou 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 às condições iniciais. 

Os cromatogramas foram registrados em 280 nm e os padrões daidzeina, 

formononetina, liquiritigenina e biochanina A (Sigma-Aldrich, Brasil) foram utilizados como 

biomarcadores. 

 

4.2 Ensaio biológico  

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 à água e 

ração para roedores (Labina).  
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4.3 Aspectos Éticos 

Todos os procedimentos estiveram de acordo com as diretrizes do Conselho 

Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA), com aprovação da Comissão 

de Ética no Uso Animal da Universidade Tiradentes (CEUA/UNIT/SE), sob parecer 

consubstanciado n° 170610. 

 

4.4 Procedimento cirúrgico  

 

Para indução de lesão 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 estereotáxico (Insight, Brasil), com a barra do 

incisivo fixada 5 mm acima da linha interaural. As coordenadas utilizadas para microinjeção 

no estriado do lado direito foram: anteroposterior (AP): 1.2 mm e vetrolateral (VL): 2,5 mm 

em relação ao Bregma e dorsoventral (DV): 5,0 mm em relação à caixa craniana. Foi 

realizada injeção de 6-OHDA (20 μg/2μl, Sigma-Aldrich, Brasil) dissolvida em 0,9% de 

solução salina contendo 0,02% de ácido ascórbico (Sigma-Aldrich, Brasil), utilizando 

microseringa Hamilton (50 μl) acoplada à bomba de infusão automática (Insight, Brasil) 

calibrada para a velocidade de influxo de 1 μl/min. A cânula, conectada à 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 

veículo (solução salina contendo ácido ascórbico a 0,02%) no lugar da neurotoxina. Ao final 

da cirurgia, foi aplicada injeção intramuscular de pentabiótico veterinário para animais de 

pequeno porte (Forte Dodge Saúde Animal LTDA, 0,2 mL/kg) e os animais foram aquecidos 

por uma lâmpada de 60 W até recuperação da anestesia. 

 

4.5 Grupos Experimentais  

 

Os animais que receberam aplicação intracerebral de 6-OHDA foram distribuídos em 

grupos experimentais de acordo com os seguintes tratamentos administrados por via oral 

(p.o., 1 mL): veículo (Tween 80 a 2% em água destilada); EHPV 10 a mg/Kg e EHPV a 50 

mg/Kg. Adicionalmente, o grupo que recebeu aplicação intraestriatal de solução salina 

contendo ácido ascórbico foi tratado com veículo (Tween 80 a 2% em água destilada, p.o.). 

Ao final desta distribuição, os quatro grupos foram denominados: grupo 6-OHDA/veículo, 

grupo 6-OHDA/EHPV 10, grupo 6-OHDA/EHPV 50 e grupo salina/veículo, referindo-se, 

respectivamente à administração intracerebral e oral. Cada grupo foi inicialmente composto 
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8 animais, em função da previsão de ocorrência de morte após o procedimento cirúrgico de 

estereotaxia, reportada previamente (FRANCARDO et al., 2011). Ao final do experimento, 

os grupos foram constituídos por 6 a 8 animais. 

Os tratamentos foram iniciados no mesmo dia do procedimento cirúrgico e 

continuaram a ser administrados três dias por semana: segunda-feira, quarta-feira e sexta-

feira, durante duas semanas (BARBOSA et al., 2015, TAJIRI et al., 2010).  

 

4.5.1 Eutanásia e Obtenção das amostras de tecido 

 

Após quatro semanas os animais foram eutanasiados em câmara de CO2 e as 

amostras teciduais dos encéfalos foram acondicionadas individualmente em coletores com 

solução de formalina com a devida identificação, para posterior processamento e análise no 

Laboratório de Biologia e Patologia Experimental do Instituto de Tecnologia e Pesquisa 

(ITP). Os encéfalos foram retirados por dissecção e o material foi desidratado em série 

alcoólica crescente, diafanizado em série de xilóis e incluído em parafina sob a forma de 

blocos. Os blocos rígidos foram então levados ao micrótomo, para fornecer os cortes de 20 

µm de espessura em lâminas gelatinizadas. Foram obtidas séries de secções nas regiões 

da SNc (-5,0 a -6,0 mm) em relação ao Bregma) e do estriado (0,3 ± 1 mm em relação ao 

Bregma), tomando-se como referência os planos do Atlas de Paxinos e Watson (2013). 

Após serem seccionados, os cortes foram colocados para flutuar sobre uma superfície 

aquecida, onde foram colocados sobre lâminas de vidro e levados para secar em estufa. 

 

4.5.2 Reação imunohistoquímica para a enzima TH (enzima de síntese de dopamina) 

 

As lâminas foram primeiramente desparafinizadas em xilol e hidratadas em série 

alcoólica decrescente. Procedeu-se, sequencialmente, ao enxágue das seções com tampão 

fosfato (PBS 0,1M, pH 7,0), recuperação antigênica em forno de micro-ondas com tampão 

citrato em pH 6,0 durante 20 min, bloqueio da peroxidase endógena com H2O2 0,3% e 

incubação com soro albumina-bovina 2% contendo anticorpo primário dirigido contra o 

antígeno de interesse (anti TH produzido em coelho, na diluição 1:100, Santa Cruz 

Biotechnology) por 120 min.  Para aumentar a visualização da ligação foi empregado o 

método de marcação indireta com anticorpo secundário marcado com biotina (anti-coelho, 

diluição 1:500) e incubação com o complexo avidina-biotina-peroxidase (1:125, Kit ABC, 

Vectastain, Vector Laboratories) durante 120 min cada. Para revelação, as secções foram 

incubadas com o tetracloreto de 3’3’-diaminobenzidina (DAB, 2%) em H2O2 (0,3%) por 10 

minutos e finalmente lavadas em PBS. Todos os procedimentos foram realizados à 

temperatura ambiente e de acordo com as recomendações dos fabricantes. O composto 
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insolúvel, corado marrom e elétron denso que se deposita, marca a localização do antígeno. 

Finalmente, as lâminas passaram por uma série de álcoois com concentração crescente, 

para desidratar o tecido e logo após os cortes foram diafanizados em xilol. As lamínulas 

foram afixadas nas lâminas com bálsamo do Canadá. 

 

4.5.3 Análises de imagens 

 

Inicialmente, as identificações das lâminas foram ocultadas ao examinador para 

realização de análise cega quanto ao grupo experimental. As imagens da SNc e do estriado 

foram capturadas das lâminas usando câmera de vídeo Olympus C-7070, acoplada a 

microscópio Olympus CX31 no aumento de 40X. A SNc foi identificada e fotografada de 

forma a excluir a área tegmentar ventral e a substância negra reticulada. A imagem foi 

transferida para o microcomputador onde o número de células (corpos celulares) 

positivamente marcadas foi quantificado bilateralmente pelo examinador, com auxílio de 

uma grade sobreposta desenhada para facilitar o procedimento.  Ao menos três secções 

adjacentes representativas de cada plano rostrocaudal da SNc (-5,0; -5,6 e -6,0 mm em 

relação ao Bregma) da SNc foram examinados (ZARE et al., 2015).  

Para quantificação da densidade de fibras positivas para TH no estriado foi realizada 

leitura da densidade óptica (DO) em níveis de cinza. Uma escala arbitrária pré-fixada com 

valores inteiros graduados de 0 a 10 para tons de cinza variando de branco a preto, 

respectivamente, foi estabelecida para secção bilateralmente. A DO foi medida em 2 a 3 

secções adjacentes ao nível dos planos 1.3, 0.2 e –1.3 mm em relação ao Bregma 

(PAXINOS, WATSON, 2013). Estas distâncias foram atribuídas de tal forma que elas 

representam níveis rostral, medial e caudal, respectivamente, do núcleo estriado. Para cada 

nível, a marcação não especifica foi medida dividindo-se a leitura da DO obtida no córtex.  

Em função das variações observadas entre ratos quanto às populações de neurônios 

da SNc e na ausência de uma análise estereológica, optou-se por apresentar os dados da 

quantificação do lado lesionado (direito) em porcentagem em relação ao lado intacto 

(esquerdo), evitando vieses metodológicos devido a diferenças interindividuais (MORRONI 

et al., 2014; FINE et al., 2014). Da mesma forma, a DO do estriado foi expressa em 

porcentagem em relação ao lado contralateral para normalização dos dados, considerando-

se também a dimensão e variações anatômicas desta estrutura. 
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4.5.4 Análise estatística 

 

        Foi realizada análise de variância de uma via (one-way ANOVA) seguida do pós-teste 

de Tukey, para comparações 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 análise dos dados. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Resultados 

A análise cromatográfica evidenciou quatro picos correspondentes aos marcadores 

daidzeína (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 análise cromatográfica 
 

Pico 
Tempo de 

retenção (min) 
Composto Área mg/g 

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 mg/g 

 

 

Figura 01: Cromatograma do extrato hidroetanólico de própolis vermelha ilustrando os picos 

correspondentes aos marcadores daidzeina (P1), formononetina (P2), liquiritigenina (P3) e biochanina 

A (P4).  

No ensaio biológico, foi observada diminuição da porcentagem de neurônios TH+ na 

SNc no grupo 6-OHDA/veículo em relação ao grupo salina/veículo (p < 0,01). Não foi 
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observada diferença significativa entre os grupos lesionados tratados com veículo e EHPV 

na dose de 50 mg/kg (p > 0,05). Já o tratamento com EHPV na dose de 10 mg/kg promoveu 

aumento significativo da porcentagem de neurônios TH+ remanescentes (p < 0,001) em 

comparação com o grupo 6-OHDA/veículo e ambas as doses de EHPV apresentaram 

valores estatisticamente semelhantes aos do grupo salina/veículo. Não foi observada 

diferença significativa com relação ao efeito entre as doses testadas (F 3-31 = 5,50, p = 

0,0042, ANOVA de uma via seguida do pós-teste de Tukey, Figuras 2 e 3). 

A análise da DO no CPu evidenciou diminuição da porcentagem de fibras TH+ nos 

grupos lesionados tratados com veículo (p < 0,0001) e EHPV 50 mg/kg (p > 0,05) em 

relação ao grupo salina/veículo. Já o tratamento com EHPV a 10 mg/kg em roedores 

lesionados promoveu aumento significativo da marcação para TH (p < 0,05) em relação ao 

grupo lesionado tratado com veículo, atingindo médias estatisticamente semelhantes às do 

grupo salina/veículo. Não foram observadas diferenças significantes quanto às doses de 

EHPV (F 3-54 = 6,84, p = 0,0006, ANOVA de uma via seguida do pós-teste de Tukey, Figuras 

2 e 4). 
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Figura 2: Porcentagem média de neurônios (A) e fibras (B) positivamente marcados para a enzima 

tirosina-hidroxilase (TH+) na substância negra compacta e no núcleo estriado, respectivamente, em 

relação ao lado contralateral à lesão. Os roedores foram eutanasiados 28 dias após a microinjeção de 

solução salina ou 6-hidroxidopamina (6-OHDA). O extrato hidroetanólico de própolis vermelha foi 

administrado a cada três 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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Figura 3: Fotomicrografias mostrando neurônios positivamente marcados para a enzima tirosina-

hidroxilase na substância negra compacta de ratos dos grupos salina/veículo (A), 6-OHDA/veículo 

(B), 6-OHDA/EHPV 10 (C) e 6-OHDA/EHPV 50 (D), do lado da lesão, 28 dias após as cirurgias. 

Aumento de 100X. 

 



UNIVERSIDADE TIRADENTES  
DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM SAÚDE E AMBIENTE – Dayse Rosângela Santos Marques 

 

36 
 

 

Figura 4: Fotomicrografias mostrando fibras positivamente marcadas para a enzima tirosina-

hidroxilase no núcleo estriado de ratos dos grupos salina/veículo (A), 6-OHDA/veículo (B), 6-

OHDA/EHPV 10 (C) e 6-OHDA/EHPV 50 (D), do lado da lesão, 28 dias após as cirurgias. Aumento de 

40X. 
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5.2 Discussão 

 

O EHPV utilizado no presente estudo apresentou, em ordem crescente de 

quantidade (massa), a daidzeina, a formononetina, a biochanina A e a liquiritigenina em sua 

composição química. Estes compostos foram observados anteriormente nos extratos 

hidroetanólico e etanólico de própolis vermelha brasileira, própolis vermelha cubana e de D. 

ecatosphillum (LIMA CAVENDISH et al., 2015; RIBEIRO et al., 2015; PICCINELLI et al., 

2011) e são considerados característicos, ou marcadores, da própolis vermelha brasileira. 

No presente estudo foi observada ação neuroprotetora do EHPV (10 mg/kg) após 

lesão encefálica, evidenciada através da coloração imunohistoquímica para a enzima de 

síntese de neurônios dopaminérgicos, a tirosina-hidroxilase (NAKASHIMA et al., 2013). A 

aplicação da toxina 6-OHDA resultou em diminuição de neurônios e fibras marcados, 

confirmando a efetividade da lesão em produzir o quadro tecidual semelhante ao observado 

na doença de Parkinson (BATASSINI et al., 2015). O tratamento com EHPV promoveu 

recuperação significativa da quantidade de neurônios e fibras remanescentes após lesão da 

via nigroestriatal em ratos, respectivamente, na substância negra compacta, núcleo onde 

são encontrados os corpos celulares de neurônios dopaminérgicos, e no estriado, o núcleo 

de projeção.  

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 ação neuroprotetora 

frente à lesão nervosa periférica em ratos (BARBOSA et al., 2015). Por outro lado, o 

tratamento com a maior dose de EHPV (50 mg/kg) não produziu modificações significativas 

em relação aos demais grupos lesionados. Este achado pode ter relação com o perfil 

toxicológico descrito para o EHPV, onde doses crescentes administradas diariamente 

induziram modificações comportamentais e histopatológicas (DA SILVA et al., 2015). Em 

adição, compostos com potente ação antioxidante, como o suco de romã, mostraram poder 

de exacerbar o estresse oxidativo em modelo animail para estudo da DP (TAPIAS et al., 

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

O mecanismo subjacente à ação biológica neuroprotetora é frequentemente 

relacionado aos eventos que estão alterados no tecido nervoso em processo de 

degeneração e morte neuronal dopaminérgica, como disfunção mitocondrial, proteólise, 

apoptose, excitotoxicidade glutamatérgica, inflamação mediada por células da glia com 

liberação de mediadores pró-inflamatórios tóxicos, estresse oxidativo gerado por 

peroxidação lipídica, oxidação proteica e do DNA e oxidação química e enzimática da 

própria dopamina (DEXTER, JENNER, 2013).  
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A neuroinflamação mediada por células da glia configura um importante aspecto que 

contribui para a cascata de eventos que leva à morte celular observada na DP. Estes 

eventos envolvem alterações na produção de interleucinas (IL) tipo 1α e 1β, fator de necrose 

tumoral alfa (TNF-α) e óxido nítrico pela microglia. Este último, formado pela enzima sintase 

de óxido nítrico induzida (iNOS), pode reagir com superóxidos e formar peroxinitrito 

altamente reativo que promove a oxidação e nitração de proteínas (HIRSCH, HUNOT, 

2009).   

O efeito neuroprotetor do EHPV neste modelo utilizado para estudo da DP pode ser 

atribuído, em grande parte, aos marcadores bioativos identificados na composição do EHPV 

que apresentam ação neuroprotetora. A daidzeina, por exemplo, aplicada em cultivo de 

células microgliais murinas expostas a lipopolissacarídeos (que induzem a liberação de 

mediadores inflamatórios), suprimiu a produção de óxido nítrico e de IL-6, diminuiu a 

produção de espécies reativas de oxigênio, a fosforilação de MAPK p38 e a ativação NF- κβ. 

Em adição, o mesmo meio de cultivo condicionado (obtido de células microgliais ativadas) 

foi utilizado em neurônios dopaminérgicos e, em presença de daidzeina, a neurotoxicidade 

foi reduzida (CHINTA et al., 2013).  

A daidzeina também promoveu efeito neuroprotetor após isquemia cerebral em ratos 

por meio da redução da produção de espécies reativas de oxigênio (ARAS et al., 2015), 

favoreceu a recuperação funcional em modelo roedor para estudo de acidente vascular 

encefálico (STOUT et al., 2013), diminuiu a apoptose e aumentou a proliferação celular no 

hipocampo de ratos (RIVERA et al., 2013). O papel trófico desta substância também foi 

evidenciado in vitro, em cultura de neurônios do gânglio da raiz dorsal de ratos, onde foi 

observada neuritogênese dependente de proteínas quinases (YANG et al., 2012).   

Outro composto encontrado, a formononetina, também apresentou ação 

neuroprotetora após isquemia induzida por oclusão arterial no encéfalo, diminuindo a razão 

das proteínas cinases fosforiladas Bax (ativadora de apoptose) e Bcl-2 (inibidor da ativação 

de apoptose) e aumentando a via de sinalização de fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K/Akt) 

(LIANG et al., 2014). Após trauma encefálico em roedores, a formononetina aumentou as 

atividades glutationa peroxidase e superóxido dismutase, diminuiu os níveis de 

malonaldeido, ciclooxigenase 2 (COX-2), TNF-α e as concentrações de IL-6, ao mesmo 

tempo em que diminuiu a hidrocefalia e lesão neural após lesão (LI et al., 2014). Em estudo 

in vitro, a formononetina diminuiu a neurotoxicidade induzida pelo agonista glutamatérgico 

N-metil-D-asparato (NMDA). O número de células em apoptopse foi atenuado, observando-

se aumento da expressão de Bcl-2 e diminuição dos níveis de Bax e caspase-3 (TIAN et al., 

2013). 
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De forma semelhante, a biochanina A foi protetora frente à lesão isquêmica em ratos, 

com diminuição do volume do edema, melhora o desempenho funcional, diminuição dos 

níveis de mediadores inflamatórios mieloperoxidase (MPO), TNF-α e IL-1β e da fosforilação 

da proteína mediadora pró-inflamatória p-38 (WANG et al., 2015). A biochanina A também 

diminuiu a apoptose de neurônios em cultura expostos à toxicidade glutamatérgica (TAN et 

al., 2013) e, quando associada à fomornononetina, daidzeina e genisteina, protegeu 

neurônios do estresse oxidativo promovido por H2O2 (OCCHIUTO et al., 2009). 

Finalmente, a liquiritigenina, composto encontrado em maior quantidade na amostra 

estudada, foi capaz de promover o crescimento e diferenciação neuronal in vitro (LIU et al., 

2010) e de diminuir os déficits de aprendizado e memória in vivo, em modelo animal para o 

estudo da doença de Alzheimer (LIU et al., 2011), atuando em ambos os casos como 

agonista de receptores de estrógeno tipo β. Vale destacar que o papel protetor do estrógeno 

sobre a degeneração de neurônios 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 β (MCFARLAND et al., 

2013). A ação neuroprotetora da liquiritigenina também foi observada in vitro, frente à 

excitotoxicidade glutamatérgica (YANG et al., 2013). 

Portanto, o EHPV apresenta um conjunto de compostos que congregam ações de 

combate à formação de mediadores inflamatórios tóxicos, de espécies reativas de oxigênio, 

da excitotoxicidade mediada por glutamato e a apoptose, ao mesmo tempo em que pode 

promover o crescimento e proliferação celular. Tal combinação pode favorecer o tratamento 

de diferentes aspectos pertinentes à neurodegeneração dopaminérgica de forma que o 

EHPV pode configurar uma potencial estratégia terapêutica na DP. 
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Capítulo IV – CONCLUSÃO 
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6 CONCLUSÃO 

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

massa, os marcadores daidzeína, formononetina, biochanina A e liquiritigenina.  

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

neurodegeneração da via nigroestriatal em ratos.  

Considerando-se as atividades biológicas descritas para os marcadores químicos e a 

fisiopatologia da DP, sugere-se que o efeito neuroprotetor do EHPV esteja associado a 

ações de combate à formação de mediadores inflamatórios, de espécies reativas de 

oxigênio, da excitotoxicidade glutamatérgica e de apoptose, que podem ser moduladas por 

receptores estrogênicos tipo β, além de um possível efeito neurotrófico. 
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