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RESUMO 

 

EFEITOS NEUROCOMPORTAMENTAIS E NO ESTRESSE OXIDATIVO EM 

RATOS TRATADOS COM EXTRATO ETANÓLICO DE PRÓPOLIS AMARELA 

 

A própolis é um material resinoso elaborado pelas abelhas que coletam matéria-

prima de diversas partes de plantas, transformando-as pela adição de secreções 

salivares e cera. No Brasil, 13 tipos de própolis foram quimicamente caracterizados. 

Na própolis amarela do Mato Grosso do Sul foram identificados 15 compostos, todos 

pertencentes à classe dos triterpenos, e baixos teores de compostos fenólicos e 

flavonóides. Este trabalho tem como objetivo realizar ensaios comportamentais e 

bioquímicos com administração aguda de extrato etanólico de própolis amarela. 

Foram utilizados 8 grupos de ratos machos Wistar, 3 meses (n = 10 por grupo), 

divididos em controle (Tween 5%), controle positivo para atividade ansiolítica 

(diazepam), controle positivo para atividade antidepressiva (fluoxetina), controle 

positivo para efeito mnemônico (cafeína), 4 doses do extrato (1, 3, 10, 30mg/Kg). A 

administração do extrato foi realizada de forma aguda, via intraperitoneal. Os testes 

comportamentais utilizados foram campo aberto, labirinto em cruz elevado, nado 

forçado e esquiva inibitória. Após os testes comportamentais foi realizada a coleta 

de sangue na região intracardíaca dos ratos, para determinação de óxido nítrico, 

malondialdeído, catalase, superóxido desmutase e capacidade antioxidante total. Os 

resultados obtidos no teste do campo aberto demonstraram locomoção espôntanea 

preservada e  atividade do tipo ansiolítica, resultado confirmado com o teste do 

labirinto em cruz elevado. No teste do nado forçado, o extrato etanólico de própolis 

amarela demonstrou ação do tipo antidepressiva. No teste da esquiva inibitória 

apresentou atividade mnemônica na dose de 30mg/Kg. Na avaliação da bioquímica 

oxidativa, o extrato reduziu a produção óxido nítrico e malondialdeído, sem alterar o 

nível de antioxidantes totais, catalase e superóxido desmutase, induzidos pelo 

estresse. Com estes resultados conclui-se que o extrato etanólico de própolis 

amarela possui atividade ansiolítica, antidepressiva, mnemônica e antioxidante.  

 

 

 

Palavras-chave: própolis, ansiedade, depressão, memória, estresse oxidativo. 
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ABSTRACT 

 

NEUROBEHAVIORAL EFFECTS AND OXIDATIVE STRESS IN RATS TREATED 

WITH YELLOW PROPOLIS ETHANOLIC EXTRACT  

 

Propolis is a resinous substance produced by bees that collect raw material from 

different parts of plants, through the addition of salivary secretions and wax. In Brazil, 

13 types of propolis were chemically characterized. In the yellow propolis of Mato 

Grosso do Sul were identified 15 compounds, all belonging to the class of 

triterpenoids, and low levels of phenolic compounds and flavonoids. This work aims 

to conduct behavioral and biochemical assays with acute administration of yellow 

propolis ethanolic extract. 8 groups of male Wistar rats, 3 months, were used (n = 10 

per group) and were divided into control (Tween 5%), positive control for anxiolytic 

activity (diazepam), positive control for antidepressant activity (fluoxetine), positive 

control for mnemonic effect (caffeine), 4 doses of the extract (1, 3, 10, 30mg/kg). The 

extract administration was performed acutely, intraperitoneally. Behavioral tests were 

open field, elevated plus maze, forced swimming and inhibitory avoidance. After the 

behavioral testing was performed to collect blood in the intracardiac area of the 

animals for determination of nitric oxide, malondialdehyde, catalase, superoxide 

dismutase and total antioxidant capacity. The results obtained in the open field test 

showed spontaneous locomotion preserved and anxiolytic-like activity, confirmed 

result with the elevated plus maze. In the forced swimming test, the yellow propolis 

ethanolic extract demonstrated action of antidepressant-like. In the inhibitory 

avoidance test showed mnemonic activity at 30 mg/kg. In the evaluation of oxidative 

biochemistry, the extract reduced the production of nitric oxide and malondialdehyde 

without changing level of total antioxidant, catalase and superoxide dismutase, 

induced by stress. With these results it is concluded that the yellow propolis ethanolic 

extract has anxiolytic, antidepressant, mnemonic and antioxidant activity. 

 

 

 

 

 

Keywords: propolis, anxiety, depression, memory, oxidative stress. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.2 Própolis 

 

1.1.1 CONSIDERAÇÕES GERAIS 

 

A própolis é um material resinoso elaborado pelas abelhas que coletam 

matéria-prima de diversas partes de plantas como brotos, cascas e exsudatos de 

árvores, transformando-as dentro da colméia pela adição de secreções salivares e 

cera (BURDOCK, 1998; RUSSO et al. 2002; BANKOVA, 2005). É utilizada para 

proteger a colméia contra insetos e micro-organismos, empregando-a em finas 

camadas nas suas paredes internas, para vedar buracos e rachaduras, reparar e 

fortalecer os favos de mel, proteger a entrada da colméia, no preparo de locais 

assépticos para a postura da abelha rainha e na mumificação de insetos invasores 

(BANKOVA et al. 2000). 

O termo própolis é derivado do grego, onde pro significa “em defesa de” e 

polis “cidade”, isto é, em defesa da cidade ou da colméia (MARCUCCI, 1996; 

BURDOCK, 1998). É considerada a mais importante "arma química" das abelhas 

contra os microrganismos e agentes patogênicos (BANKOVA, 2005). 

De característica lipofílica, a própolis é um material duro e quebradiço, porém 

quando aquecido se torna macio, maleável, gomoso e muito pegajoso. Possui um 

cheiro aromático característico; sua cor varia de verde, amarelo, vermelho a marrom 

escuro, dependendo de sua origem (figura 1) (WAGH, 2013). 



19 
 

 

Figura 1. Própolis bruta. 

Fonte: http://www.apinep.com.br/ Acesso em: 10/09/2015 

 

Os egípcios a utilizavam para embalsamar os seus cadáveres, os incas como 

agente antipirético, médicos gregos e romanos como antisséptico bucal e no 

tratamento tópico de feridas cutâneas e das mucosas. Os antigos judeus 

consideravam o tzori (a palavra hebraica para própolis) como um medicamento. A 

própolis foi incluída como droga oficial nas farmacopéias de Londres no século 17. 

Tornou-se muito popular na Europa entre os séculos 17 e 20, devido sua atividade 

antibacteriana. Durante a Segunda Guerra Mundial, foi empregada para o 

tratamento da tuberculose. Nos países dos Balcãs, foi aplicada para tratar feridas e 

queimaduras, dor de garganta e úlcera de estômago (KUROPATNICKI et al. 2013; 

WAGH, 2013). 

A própolis é um produto natural conhecido e utilizado pelo homem há séculos. 

Sua utilização remonta à 300 anos a.C. e continua até hoje na forma de remédios 
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caseiros, cremes dentais, cremes, pomadas, gotas, e suplemento dietético 

(KUROPATNICKI et al. 2013). 

A ampla aplicação da própolis na medicina moderna tem atraído cada vez 

mais atenção à sua composição química. Muitos estudos têm revelado que os 

efeitos observados podem ser o resultado de uma ação sinérgica dos seus 

complexos constituintes (HUANG et al. 2014). 

 

1.1.2 COMPOSIÇÃO QUÍMICA 

  

  A composição química da própolis é altamente variável e depende da flora no 

local da coleta, já que as abelhas utilizam diferentes plantas em diferentes 

ecossistemas. Além disso, a época do ano, clima, gênero e/ou espécie da abelha, 

método de extração também influem na composição da mesma. Isto acaba limitando 

sua aplicação terapêutica e utilização pela indústria farmacêutica (MARCUCCI, 

1995; BANKOVA et al. 2000; ADELMANN, 2005; DALEPRANE et al. 2013). 

A composição química da própolis de zonas tropicais é muito diferente 

daquela das zonas temperadas devido à diferença de vegetação. Diferentes 

compostos foram relatados na própolis tropical, derivados terpenóides e prenilados 

do ácido p-cumárico na própolis brasileira, lignanas na própolis chilena, e 

benzofenonas poliisopreniladas na própolis venezuelana, brasileira e cubana. Clusia 

spp., Araucaria heterophylla, e diferentes Baccharis spp. foram relatados como 

fontes principais da própolis tropical (BANSKOTA et al.1998; BANKOVA et al. 2000; 

CUESTA et al. 2007). 
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Alguns autores sugerem que as fontes botânicas prováveis para a própolis 

brasileira podem ser principalmente a Baccharis spp. e Araucaria sp. (BANKOVA et 

al. 1998; BANSKOTA et al.1998). 

  De modo geral, a própolis é composta de 50% de resinas, 30% de ceras, 10% 

de óleos essenciais, 5% de pólen e 5% de compostos orgânicos diversos. Foram 

identificados mais de 300 substâncias de diferentes grupos químicos, tais como: 

polifenóis; ácidos benzóicos e derivados; álcool cinâmico e ácido cinâmico e seus 

derivados; hidrocarbonetos sesquiterpenos e triterpenos; derivados do benzaldeído; 

outros ácidos e respectivos derivados; álcoois, cetonas e compostos 

heteroaromáticos; álcoois de terpeno e sesquiterpeno e seus derivados; 

hidrocarbonetos alifáticos; minerais; esteróis e hidrocarbonetos esteróides; açúcares 

e aminoácidos (WAGH, 2013). 

  No Brasil, doze tipos distintos de própolis foram quimicamente caracterizados 

e classificados de tipo 1 a 12 (figura 2) (PARK et al. 2002). 

 

 

Figura 2. Extratos etanólicos dos 12 grupos de própolis brasileira 
Fonte: Alencar, 2002. 
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  Recentemente, foi encontrada uma própolis vermelha no nordeste brasileiro a 

qual foi classificada como própolis do grupo 13 (quadro 1) (DAUGSCH et al., 2008). 

 
Quadro 1: Classificação da própolis brasileira, de acordo com suas características físico-
químicas e origem. Local de coleta: RS- Rio Grande do Sul; PR- Paraná; BA- Bahia; PE- 
Pernambuco; CE- Ceará; PI- Piauí; SP- São Paulo; AL- Alagoas. (PARK et al. 2002; 
DAUGSCH et al., 2008) 

GRUPO COLORAÇÃO ORIGEM 

Grupo 1 (RS) Amarelo Sul 

Grupo 2 (RS) Castanho claro Sul 

Grupo 3 (PR) Castanho escuro Sul 

Grupo 4 (PR) Castanho claro Sul 

Grupo 5 (PR) Marrom esverdeado Sul 

Grupo 6 (BA) Marrom avermelhado Nordeste 

Grupo 7 (BA) Marrom esverdeado Nordeste 

Grupo 8 (PE) Castanho escuro Nordeste 

Grupo 9 (PE) Amarelo Nordeste 

Grupo 10 (CE) Amarelo escuro Nordeste 

Grupo 11 (PI) Amarelo Nordeste 

Grupo 12 (SP) Verde ou marrom esverdeado Sudeste 

Grupo 13 (AL) Vermelho Nordeste 

 

Populus alba, Hyptis divaricata e Baccharis dracunculifolia seriam as 

principais fontes vegetais para propolis dos grupos 3, 6 e 12, respectivamente 

(PARK et al. 2002). 

Foram identificados vários flavonóides na composição química do extrato 

oleoso de própolis marrom coletada no Paraná, sendo os flavonóides 

dihidrokaempferida, kaempferida e isosakuranetin, seus constituintes principais. 

Além de flavonóides, vários ácidos fenólicos prenilados foram identificados tais como 

ácido 3,4-di-hidroxi-5-prenil-cinâmico, ácido 3-prenil-4-hidroxicinâmico e ácido (E)-3-

{4-hidroxi-3-[(E)-4-(2,3-di-hidrocinnamoil-oxi)-3-metil-2-butenil]-5-prenil-fenil}-2-
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propenóico e ácido 3,5-diprenil-4-hidroxicinâmico também conhecido por Artepellin C 

(REIS et al. 2014). 

  Segundo Alencar (2002) na própolis amarela do grupo 1 não foi identificado 

nenhum flavonóide, e as própolis amarelas dos grupos 9, 10 e 11 apresentaram 

poucos compostos fenólicos e com teores que não excederam 1,2 mg/g (quadro 2). 

 

Quadro 2. Teor de compostos fenólicos determinados por CLAE nos 12 grupos de própolis brasileira. 
Fonte: Alencar, 2002. 

Teor em mg/g de própolis 

Compostos fenólicos 
identificados 

Grupos de própolis 

G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G9 G10 G11 G12 

1 (ácido cumárico) - - 1,2 3,8 17,7 - - - 0,5 0,2 0,2 8,5 

2 (ácido ferrúlico) - - 1,4 - 4,6 - - - - - - 2,4 

6 (quercetina) - - - - - - - 6,8 - - - - 

7 (pinobanksina) - - 37,4 - - - - - - - - 8,7 

8 (hisperetina) - - - - - - - - 1,2 - - - 

9 (kanferol) - - 5,1 1,6 - - 1,4 - - - - 0,4 

10 (apigenina) - - 7,9 - - - 2,2 - - - 0,3 0,3 

11 (isoramnetina) - - - - - - - 3,4 - - - - 

13 (sakuranetina) - 13,2 - - - - 18,1 - - - - - 

14 (isosakuranetina) - - - 12 7,5 - - - - - - 7,3 

15 (pinocembrina) - - 22,6 - - - - 72,1 - - - - 

16 (éster do ácido dimetil 
dialil caféico) 

- - 9,8 - - - - - - - - - 

17 (pinobanksina-3-acetato) - - 36,2 - - - - 14,1 - - - - 

18 (crisina) - 2,1 39,9 4,2 - - - 19,7 - - - - 

19 (acacetina) - - - 6,5 - - - - - - - - 

20 (galangina) - - 33,6 - - - - 21,1 - - - - 

21 (kanferide) - - - 2,4 - - - - - - - 12,3 

*Os valores acima representam média de duas repetições 

                                                      

  A própolis amarela do grupo 1 apresentou vários terpenóides (figura 3) na sua 

composição, como por exemplo ácido murônico, mirtenol, 1-alfa terpineol, junipeno, 

1-trans-pinocarveol, verbenona, viridiflorol, spatulenol e (+)-aromadendreno, que não 

foram encontrados em nenhum outro grupo de própolis (Alencar, 2002). 
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Figura 3. Estrutura química do mirtenol (A), alfa-terpineol (B), 1-trans-pinocarveol (C), verbenona (D), 

viridiflorol (E), spatulenol (F), (+)-aromadendreno (G). 

Fonte: BARRERA et al. 2008; BHATIA et al. 2008; SOUZA et al. 2011. 

 

 Os compostos alifáticos (terpenóides e esteróis) são os principais 

componentes da própolis amarela cubana, particularmente triterpenos, tais como β-

amirina, lupeol e  24-metileno-9,19-ciclolanostan-3β-ol (CUESTA et al. 2007; 

MÁRQUEZ HERNÁNDEZ et al. 2010). 

Recentemente, Fernandes e colaboradores (2012) identificaram vinte e uma 

substâncias no óleo essencial da própolis do Cerrado de Mato Grosso do Sul, 

havendo predominância da classe dos sesquiterpenos (99,7%). Os componentes 

(G) 

(A) (B) (C) 

(D) (E) (F) 
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majoritários foram: β-cariofileno (7,8%), δ-cadineno (7,6%), e spatulenol (6,6%) e 

allo-aromadendreno (4,5%) (figura 4). 

 

 

 

 

 

Figura 4. Estrutura química do β-cariofileno (A) δ-cadineno (B) 
Fonte: NUNES et al. 2000; SANT'ANNA et al. 2007. 

 

Na própolis amarela do Mato Grosso do Sul (EEP-A MT), utilizada neste 

trabalho, foram encontrados baixos teores de compostos fenólicos e flavonóides, 

similar à própolis amarela cubana (EMP-A Cuba) (quadro 3). Porém, esses teores se 

encontram dentro do estabelecido pela legislação brasileira, a qual determina como 

requisito de qualidade para extratos etanólicos de própolis um teor mínimo de 0,5% 

de fenólicos totais e de 0,25% de flavonóides totais (BRASIL, 2001). 

 
Quadro 3. Valores dos teores médios de fenólicos e flavonóides obtidos para os seis extratos de 

própolis (própolis verde: EEP-V MG e EEP-V SP; própolis vermelha EEP-VM BA; própolis marrom: 

EEP-M PR; própolis amarela: EEP-A MT e EMP-A Cuba) (KOLC, 2014). 

Tipo de 
própolis 

Fenólicos 
(mg/g) 

Desvio padrão 
relativo (%) 

Fenólicos 
(%) 

Flavonoides 
(mg/g) 

Desvio padrão 
relativo (%) 

Flavonoides 
(%) 

EEP-V MG 234,65± 75,19a 3,56 23,46± 7,52a 40,45 ± 10,86a 3,00 4,04±1,09a 

EEP-V SP 293,96± 154,70b 5,85 29,39± 15,47b 45,58 ± 24,34b 5,95 4,56±2,43b 

EEP-VM BA 215,23± 73,75a 13,79 21,52±7,38a 38,94 ± 25,78a 7,37 3,89±2,58a 

EEP-M PR 161,40 ± 72,68c 4,97 16,13±7,27c 7,30 ± 0,00c 0 0,73±0,00c 

EEP-A MT 26,70± 4,54d 12,82 2,67±0,45d 2,14 ± 1,78d,e 10,65 0,21±0,18d,e 

EMP-A Cuba 19,42± 6,18d 6,85 1,94±0,62d 4,11 ± 3,93c,e 9,25 0,41±0,39c,e 

*Valores médios ± intervalo 95%. **Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenças 
significativas (p< 0,05) 

 

(A) (B) 
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Foram identificados 15 compostos na EEP-A MT, todos pertencentes à classe 

dos triterpenos, semelhantes estruturalmente ao lupeol e a β-amirina (figura 5) 

(KOLC, 2014). 

 

Figura 5. Estrutura química do lupeol (A) e β-amirina (B) 
Fonte: KOLC, 2014. 

 

Os compostos terpênicos observados em sua composição, alguns com 

propriedades farmacológicas já comprovadas, surgem como potenciais fármacos 

para as doenças humanas, inclusive àquelas que afetam o Sistema Nervoso Central 

(SNC). 

 

1.1.3 AÇÕES FARMACOLÓGICAS 

 

  O potencial terapêutico da própolis tem sido objeto de numerosos estudos 

que têm demonstrado suas diversas atividades farmacológicas: antibacteriana, 

antifúngica, antiprotozoária, antiviral, antitumoral, anti-inflamatória, hepatoprotetora, 

cardioprotetora, antiangiogênica, antioxidante, neuroprotetora (BANSKOTA et al. 

2001; FAROOQUI et al. 2012; DALEPRANE et al. 2013; WAGH, 2013). 
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  As doenças neurológicas são acompanhadas por um aumento do estresse 

oxidativo e indução de sinalização inflamatória no tecido cerebral. Trabalhos 

recentes têm demonstrado que a própolis é um candidato eficaz para tratamento de 

estresse oxidativo e neuroinflamação em doenças neurológicas (FAROOQUI et al. 

2012). 

  Compostos antioxidantes presentes na própolis, reduzem os níveis celulares 

de peróxido de hidrogênio (H2O2) e óxido nítrico (NO), e possuem importante 

atividade imunomoduladora. Foi relatado que a própolis aumenta a resposta imune 

celular através do aumento do RNAm para o interferon-γ e ativa a produção de 

citocinas (FISCHER et al. 2007; CARDOSO et al. 2011; DALEPRANE et al. 2013). 

  Zhao et al. (2009) avaliaram o potencial hepatoprotetor da própolis frente ao 

estresse oxidativo induzido por mercúrio e alteração de enzimas antioxidantes em 

fígados de camundongos. A própolis inibiu a peroxidação lipídica e o nível de 

glutationa oxidase, resultando em um maior nível de glutationa (GSH). A atividade 

das enzimas antioxidantes, tais como superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), 

glutationa-S-transferase, e glicose-6-fosfato-desidrogenase, também foi restaurada 

após a administração da própolis. 

  O efeito da própolis em modelos experimentais de diabetes mellitus sugere 

uma forte atividade antioxidante que pode amenizar o estresse oxidativo e retardar a 

ocorrência de nefropatia diabética em diabetes mellitus (ABO-SALEM et al. 2009; 

HU et al. 2011). 

  Proteção dose-dependente dos extratos aquoso e etanólico de própolis verde 

brasileira contra as espécies reativas de oxigênio (EROs), H2O2 , ânion superóxido 

(O2
•-) e radical hidroxila (OH•), foi determinada em células ganglionares da retina 

(NAKAJIMA et al. 2009). 
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  Cardoso et al. (2011) avaliaram os efeitos neuroprotetores de um extrato 

etanólico de própolis, obtido da região nordeste de Portugual, contra os efeitos 

citotóxicos induzidos pela estaurosporina e H2O2 em neurônios corticais primários. 

Estes dois indutores de estresse agem através de vários eventos, incluindo a 

ativação da caspase-3. Esta protease é diretamente responsável pela clivagem 

proteolítica de uma variedade de proteínas fundamentais, tais como proteínas do 

citoesqueleto, quinases e enzimas de reparação do DNA. Pré-tratamento de 

neurônios corticais com extrato etanólico de própolis atenuou significativamente o 

aumento de EROs e inibiu a ativação da caspase-3, diminuindo a apoptose. 

  Degeneração neuronal e estresse oxidativo induzidos pelo ácido kaínico (KA) 

em ratos foram significativamente atenuados com o pré-tratamento com própolis. 

Este efeito contra o dano oxidativo neurotóxico induzido por KA é, em parte, via 

modulação do receptor de adenosina A1 (KWON et al. 2004). 

  Modelos neurocomportamentais têm sido empregados para avaliação da 

atividade da própolis no SNC. Mannaa et al. (2011), trabalhando com modelos 

animais de epilepsia, observaram que a administração oral de própolis associada ao 

valproato resultou em melhorias significativas nos níveis de neurotransmissores, 

dopamina e serotonina, no hipocampo e no soro. 

  Li et al. (2012) trabalhando com o óleo essencial de própolis brasileira, rico 

em terpenóides, observaram que a própolis reduziu o comportamento do tipo 

ansiogênico sem afetar a atividade locomotora, inibindo a hiperatividade do eixo 

hipotalâmico-hipofisário-suprarrenal e a peroxidação lipídica no tecido cerebral. 

  Em outro estudo, a administração de extrato etanólico de própolis resultou em 

diminuição dose-dependente no tempo de imobilidade nos testes de nado forçado e 
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suspensão de cauda sem alteração da atividade locomotora, demonstrando 

atividade antidepressiva (LEE et al. 2013). 

  Chen et al. (2008)  observaram que o extrato aquoso de própolis chinesa 

atenuou o compromentimento no aprendizado e memória induzido por escopolamina 

em camundongos, inibindo a atividade da acetilcolinesterase no córtex e hipocampo. 

  Em estudo recente a administração aguda de extrato oleoso de própolis em 

ratos provocou efeitos comportamentais como hiperlocomoção, efeitos do tipo 

ansiolítico e antidepressivo baseado em testes comportamentais específicos. A 

análise da bioquímica oxidativa demonstrou que o extrato oleoso inverteu os efeitos 

negativos do estresse comportamental (REIS et al. 2014). 

Devido à sua atividade antioxidante, a própolis surge como um promissor 

agente na proteção das células neurais contra o estresse oxidativo e 

neuroinflamação associados ao envelhecimento e doenças do SNC. 

   

1.2 Considerações gerais sobre transtornos no SNC 

 

1.2.1. ANSIEDADE 

 

 O medo e a ansiedade são emoções normais, enquanto o medo ocorre em 

resposta a ameaças específicas, a fonte do comportamento ansioso é normalmente 

indefinida (CAMPOS et al. 2013). 

  A ansiedade é uma sensação subjetiva de inquietude e apreensão, vivenciada 

em situações onde o perigo é apenas vago e potencial. Sua finalidade também é 

preparar o organismo para uma possível situação de enfrentamento. No entanto, 
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dependendo da intensidade, da frequência e do contexto no qual é apresentada, 

pode adquirir papel desajustador (CRUZ et al. 1997). 

  Em contraste com a ansiedade normal/adaptativa, transtornos de ansiedade 

afetam o desempenho individual em tarefas diárias, representando um alto custo 

para a saúde pública em todo o mundo. Em 2010, 272,2 milhões de pessoas no 

mundo apresentaram algum tipo de transtorno de ansiedade (CAMPOS et al. 2013; 

BAXTER et al. 2014). 

  Os transtornos de ansiedade são divididos em seis categorias distintas, de 

acordo com o Manual Diagnóstico e Estatístico da Associação Americana de 

Psiquiatria, que incluem: transtorno de ansiedade generalizada, fobia social, fobia 

simples, transtorno do pânico, transtorno de estresse pós-traumático e transtorno 

obsessivo-compulsivo (LEONARDO & HEN, 2008). 

  Algumas estruturas cerebrais têm sido implicadas nos mecanismos da 

ansiedade, incluindo a amígdala, hipocampo e córtex pré-frontal (figura 6). Além 

disso, existe evidência de que a modulação monoaminérgica desempenha um papel 

importante e que o sistema de resposta hormonal ao estresse está envolvido na 

patofisiologia da ansiedade e distúrbios do humor (LEONARDO & HEN, 2008; DIAS 

et al. 2013). 
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Figura 6. Estruturas cerebrais envolvidas na fisiopatologia da ansiedade 
Fonte: Adaptado de PIERZ & THASE, 2014. 

 

 

  A amígdala recebe informações sensoriais brutas sobre os estímulos 

indutores de ansiedade diretamente do tálamo, e informações mais processadas de 

áreas corticais e hipocampo. Essas informações são projetadas pela amígdala  para 

estruturas como o locus coeruleus, substância cinzenta periaquedutal, hipotálamo e 

estriado, que auxiliam os aspectos executivos da ansiedade, incluindo respostas 

autônomas, endócrinas e esquelético-motoras. Enquanto a amígdala pode ser uma 

região de gatilho predominantemente responsável pela indução de certas emoções, 

o córtex pré-frontal parece ser uma importante região moduladora para o controle 

emocional (FURMARK, 2009). 

  A estrutura amigdalar é essencial para a experiência de medo, uma vez que 

induz às respostas autonômicas e endócrinas associadas. Além disso, a saída da 

amígdala para a matéria cinzenta periaquedutal é responsável pelo comportamento 
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de aversão associado ao medo. Po outro lado, o hipocampo é associado com o 

medo de re-experimentar. Os sintomas dos transtornos de ansiedade refletem a 

ativação dos mecanismos do medo que envolvem estas estruturas. O córtex pré-

frontal, insula e giro cingulado também são essenciais na mediação central da 

ansiedade (KWON & PARK, 2014). 

  Molecularmente, a inibição do ácido gama-aminobutírico (GABA) é um fator 

importante na patogênese da ansiedade (MULA et al. 2007). O receptor GABAA 

desempenha um papel central no controle da excitação e medo. Drogas que 

estimulam os receptores GABAA, tais como benzodiazepínicos (ex. diazepam) e 

barbitúricos, podem controlar a ansiedade, reduzindo a excitabilidade neuronal 

(figura 7) (MULA & MONACO, 2009). 

 

 

Figura 7. Receptor GABAA 
Fonte: Adaptado de LONGONE et al. 2011 

  
  Os inibidores seletivos da recaptação da serotonina e antidepressivos 

tricíclicos são eficazes no controle dos sintomas de ansiedade. Uma vez que estes 

medicamentos aumentam a concentração de serotonina na sinapse, os efeitos 

destes medicamentos ansiolíticos sugerem que a serotonina desempenha um papel 

crucial nos transtornos de ansiedade  (figura 8) (KWON & PARK, 2014). 
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Figura 8. Mecanismo de atividade serotonérgica. A serotonina é liberada nas sinapses e se liga 
ao seu receptor (5-HT) nas células pós-sinápticas. Receptor de serotonina, acoplado com uma 
proteína G, ativa a adenilato ciclase, resultando na produção de AMPc e ativação de cascatas 
enzimáticas que conduzem a efeitos serotoninérgicos. 
Fonte: Adaptado de HAJIRAHIMKHAN et al. 2013. 

   

  A modulação de canais de cálcio é outro fator importante na patofisiologia da 

ansiedade (MULA et al. 2007). Dos vários subtipos de canais de cálcio, os canais de 

cálcio de alta voltagem controlam a liberação de neurotransmissores excitatórios nas 

sinapses (MULA & MONACO, 2009). Em modelos animais de ansiedade, 

bloqueadores do canal de cálcio suprimiram os sintomas da ansiedade (CHUGH et 

al. 1992; SAAD et al. 1997). 
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  Diversos fármacos, de diferentes classes terapêuticas, são utilizados no 

tratamento dos transtornos de ansiedade. No entanto, os vários efeitos adversos que 

apresentam, como por exemplo os observados com o uso dos benzodiazepínicos 

(sedação, amnésia, abuso e/ou dependência, síndrome de abstinência e interações 

com outros depressores do SNC), justificam a busca de alternativas terapêuticas. 

  Ansiedade e depressão são frequentemente co-morbidades, e na prática 

clínica é difícil avaliá-las separadamente, pois ambas compartilham sintomas 

afetivos negativos (LAPIZ-BLUHM et al. 2008; KWON & PARK, 2014). 

 

1.2.2 DEPRESSÃO 

 

  A depressão é um transtorno mental caracterizado por tristeza, perda de 

interesse ou prazer, sentimentos de culpa ou baixa auto-estima, distúrbios do sono 

ou do apetite, sensação de cansaço e falta de concentração. Globalmente, mais de 

350 milhões de pessoas de todas as idades sofrem de depressão. É a principal 

causa de incapacidade em todo o mundo, e é um dos principais contribuintes para a 

carga global de doenças. Metade das pessoas afetadas no mundo (em alguns 

países, menos de 10%) recebem tratamento adequado (WHO, 2012). 

  As primeiras hipóteses biológicas postulavam que a depressão estaria 

relacionada ao funcionamento bioquímico inadequado da atividade de 

neurotransmissores, notadamente da serotonina, noradrenalina e dopamina. 

Atualmente ganha força teorias baseadas no desequilíbrio entre os sistemas de 

neurotransmissão e na desregulação dos neuroreceptores (figura 9) (BALLONE, 

2007). 
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(A)                                                                        (B) 

 

Figura 9. Fisiopatologia da depressão. Níveis normais de neurotransmissores e neurorreceptores (A); 

número aumentado de neurorreceptores e níveis baixos de neurotransmissores (B). 

Fonte: BALLONE, 2007. 

 

  Receptores 5-hidroxitriptamina (5-HT) são ativados pelo neurotransmissor 

serotonina, enquanto o transportador 5-hidroxitriptamina (5-HTT) recapta a 

serotonina da fenda sináptica. Alteração na função do 5-HT e/ou 5-HTT pode estar 

associada com transtornos mentais (LIN et al. 2014). 

  Os principais tipos de antidepressivos são os inibidores da recaptação de 

monoaminas, entre os quais temos: a) os inibidores seletivos da recaptação de 

serotonina (ex. fluoxetina), que atuam por inibir a recaptação de serotonina (5-HT) 

pelas terminações nervosas monoaminérgicas; b) antagonistas do receptor da 

monoamina; c) inibidores da monoamino-oxidase (IMAOs) (Rang & Dale, 2011). 

  Outras evidências sugerem que o sistema glutamatérgico também 

desempenha um papel fundamental na neurobiologia e tratamento da depressão 

(figura 10) (JAVITT, 2004; HASHIMOTO  et al. 2007; HASHIMOTO, 2009; 

SKOLNICK et al. 2009; ZARATE et al. 2010; HASHIMOTO, 2011; TOKITA et al. 

2012; HASHIMOTO, 2013). 
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Figura 10. Interação de glutamato com receptores NMDA (NMDA-R). Em muitas doenças 

neurodegenerativas ocorre a liberação excessiva de glutamato por terminais pré-sinápticos, que ao 

ligar-se a NMDA-R pós-sinápticos, causam despolarização da membrana pós-sináptica, através da 

remoção do bloqueio de Mg2+. Influxo subsequente e acúmulo de cálcio em excesso leva à 

excitotoxicidade e apoptose neuronal. 

Fonte: Adaptado de SHIH & CALKINS, 2012. 

   

  O mecanismo de ação de antagonistas do receptor N-metil-D-aspartato 

(NMDA), que reduzem os sintomas depressivos, parece ser, em parte, através da 

liberação de glutamato para os receptores não-NMDA, incluindo ácido α-amino-3-

hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiônico (AMPA) e receptores metabotrópicos (DUTTA 

et al. 2015). 

  O GABA é o principal neurotransmissor inibitório do SNC em mamíferos, o 

qual está envolvido em vários distúrbios do humor, tais como ansiedade, depressão 

e esquizofrenia. Hoje em dia, evidências crescentes mostram que a depressão está 

relacionada com uma deficiência de GABA no cérebro. No entanto, há inúmeros 

estudos com base na hipótese da monoamina e disfunção do sistema 
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glutamatérgico, enquanto estudos sobre o GABA são relativamente menores e 

dispersos (LI et al. 2014). 

  Um dos maiores objetivos da pesquisa psiquiátrica moderna é elucidar a 

etiologia relacionada aos transtornos de humor, o que iria auxiliar no 

desenvolvimento de novos tratamentos antidepressivos eficazes (SLATTERY et al. 

2012). 

  Tem sido relatados déficits nas funções da memória executiva e declarativa 

relacionados à depressão. Sintomas cognitivos associados à depressão são 

caracterizados por um viés de processamento de informações pertinentes ao humor, 

bem como por déficits do desempenho cognitivo (KONRAD et al. 2015). 

 

1.2.3 MEMÓRIA 

  

  O termo memória refere-se ao processo mediante o qual adquirimos, 

formamos, conservamos e evocamos informação. As memórias são codificadas por 

neurônios, armazenadas em redes neurais e evocadas por essas mesmas redes ou 

outras vias. São moduladas pelas emoções, pelo nível de consciência e pelos 

estados de humor. A memória humana é parecida com a dos demais mamíferos no 

que se refere aos seus mecanismos essenciais. Por exemplo, quando submetidos a 

um estímulo que causa aversão, aprendem basicamente a mesma coisa: evitar esse 

estímulo. Isto constitui uma forma de aprendizado denominada esquiva inibitória 

(CAMMAROTA et al. 2008). 

  Há formas de memórias que duram poucos segundos ou minutos (memória 

de trabalho), poucas horas (memória de curta duração) e poucos dias (memória de 

longa duração). A memória de trabalho retém as informações à medida que vão 
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surgindo, por um curto tempo a seguir. A memória de curta duração é um processo 

mnemônico desenvolvido no hipocampo e no córtex entorrinal, dura no máximo seis 

horas, e serve para armazenar provisoriamente a informação que depois poderá ou 

não ser armazenada como memória mais estável ou permanente. Na construção da 

memória de longa duração são necessárias a expressão gênica e a síntese protéica 

nas primeiras três a seis horas, no hipocampo ou em outras regiões vinculadas a 

esse processo (figura 11) (IZQUIERDO et al. 1998; CAMMAROTA et al. 2003; 

IZQUIERDO et al. 2006). 

 

 

Figura 11. As áreas do cérebro envolvidas na memória e suas respectivas conexões. 

Fonte: Adaptado de NADEL & HARDT, 2011. 
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  A consolidação da memória é o processo de formação de um arquivo de 

memória no cérebro. Isto ocorre inicialmente no hipocampo, muitas vezes com a 

participação concomitante do córtex parietal entorrinal e posterior; e o complexo 

nuclear basolateral da amígdala. Este processo leva de 1 a 6 horas e envolve a 

ativação serial e paralela de vários sistemas de proteína-quinase no hipocampo, e a 

estimulação resultante de diversas proteínas celulares, incluindo fatores de 

transcrição nucleares que desencadeiam a transcrição de DNA, que é seguido por 

síntese de proteínas em ribossomas, e coexiste com um sistema dendrítico extra-

ribossômico independente mediado por mTOR (alvo da rapamicina em mamíferos), 

o qual usa RNAm pré-existentes. O sistema de mTOR também é desencadeado por 

proteínas cinases e pelo fator neurotrófico derivado do cérebro (BDNF) e produz a 

subunidade GLUR1 do receptor de glutamato AMPA, que é necessário para a 

consolidação da informação (FURINI et al. 2013). 

  Estudos demonstram que lesões do córtex, região do Corno de Arnon 1 (CA1) 

do hipocampo e corpo estriado que levam à isquemia cerebral com perda neuronal 

são causas de graves déficts de aprendizagem e de memória (OLTON et al. 1978; 

MORRIS et al. 1982; MIYAMOTO et al. 1991; LEE et al. 2011), e o estresse 

oxidativo e as reações inflamatórias subsequentes podem desempenhar um papel 

patológico importante na morte neuronal (MENG et al. 2014). 

  Muitos estudos têm sugerido uma relação entre as funções de aprendizagem 

e memória e o sistema colinérgico. Os neurônios colinérgicos originários no septo 

medial projetam-se para áreas tais como o córtex e o hipocampo, que 

desempenham um papel na cognição associada a acetilcolina (ACh). Lesões nessas 

vias levam a uma diminuição na liberação de ACh, causando disfunção da memória 
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e aprendizagem (LEE et al. 2011). Tem sido fortemente demonstrada a influência do 

mecanismo colinérgico na função cognitiva, pelo fato de que os inibidores da 

colinesterase são eficazes no alívio dos sintomas de doença de Alzheimer 

(SUBEDEE et al. 2015). 

  O GABA é o principal neurotransmissor inibitório no sistema nervoso central e 

os neurônios GABAérgicos fornecem extensa inervação para neurônios colinérgicos 

e glutamatérgicos. Demonstrou-se que a disfunção do sistema GABAérgico pode 

contribuir para o enfraquecimento cognitivo em humanos. Reduções significativas 

nos níveis de GABA tem sido descritas em casos severos da doença de Alzheimer 

(SOLAS et al. 2015). 

  Devido às suas propriedades de aumento da cognição, a cafeína tem sido 

considerada como uma droga potencial para reverter o declínio cognitivo relacionado 

com a idade (RIEDEL & JOLLES, 1996; ROSSO et al. 2008). Age como um varredor 

de radicais OH•, impede a peroxidação lipídica e inibe o estresse oxidativo induzido 

por EROs (SHI et al. 1991; DEVASAGAYAM et al. 1996). 

  ULLAH e colaboradores (2015) observaram que o tratamento crônico com 

cafeína previne o estresse oxidativo e consequentemente reduz a neuroinflamação, 

neurodegeneração, disfunção sináptica e comprometimento da memória. 

  Tratamentos para distúrbios da memória, como por exemplo na Doença de 

Alzheimer, apenas retardam a sua progressão. Além disso, efeitos adversos como 

tonturas, dor de cabeça, obstipação, hepatotoxicidade, náuseas, diarréia e 

complicações da biodisponibilidade, estão frequentemente associados aos 

medicamentos utilizados. Isto estimula a descoberta de medicamentos mais 

eficazes, preferencialmente de origem natural a fim de minimizar os efeitos adversos 

(AMAT-UR-RASOOL & AHMED, 2015). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Subedee%20L%5Bauth%5D
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  Várias doenças estão relacionadas com o estresse oxidativo, dentre elas, as 

doenças neurodegenerativas e neuropsiquiátricas, como a ansiedade, depressão, 

doença de Alzheimer e Parkinson, esclerose múltipla, esclerose lateral amiotrófica, 

doenças cerebrovasculares, epilepsia, entre outras (HALLIWEL, 2006; HALLIWEL & 

GUTTERIDGE, 2007; BERK et al. 2008; LIU & SCHUBERT, 2009). 

 

1.3 Bioquímica oxidativa 

   

1.3.1 ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO 

 

  Substâncias que têm elétrons desemparelhados e são capazes de existência 

independente são chamadas de radicais livres. Por esta definição, o hidrogênio 

atômico é um radical livre porque tem só um elétron, assim como o oxigênio 

molecular (O2), que possui dois elétrons desemparelhados. O O2
•- tem um elétron a 

mais do que o O2, portanto é mais reativo. Um outro termo muitas vezes utilizado é 

EROs. Este termo inclui radicais, bem como produtos químicos que podem participar 

em reações do tipo radical, ou seja com ganho ou perda de elétrons, mas que não 

são verdadeiros radicais uma vez que não possuem elétrons desemparelhados. 

Exemplos de EROs não radicais incluem H2O2, ácido hipocloroso (HOCl), o ozônio 

(O3) e oxigênio singlete (1O2) (MAGDER, 2006). 
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1.3.2 ESPÉCIES REATIVAS DE NITROGÊNIO 

   

  Além de radicais à base de oxigênio, há também espécies reativas de 

nitrogênio (ERNs) tais como o NO e dióxido de nitrogênio (NO2) (HALLIWELL & 

GUTTERIDGE, 2007). 

  O NO, gerado em tecidos biológicos por óxido nítrico sintases específicas 

(NOSs) que metabolizam arginina em citrulina, é um abundante radical reativo que 

atua como uma importante molécula de sinalização biológica oxidativa em uma 

grande variedade de processos fisiológicos, incluindo a neurotransmissão, regulação 

da pressão arterial, mecanismos de defesa, relaxamento do músculo liso e 

regulação imunológica (BERGENDI et al. 1999; GHAFOURIFAR & CADENAS, 

2005). 

  O NO se liga prontamente a determinados íons de metais de transição; na 

verdade muitos de seus efeitos fisiológicos são exercidos em consequência da sua 

ligação inicial a grupos de Fe2
+-heme da enzima guanilato ciclase solúvel (sGC) 

(ARCHER, 1993). Tem efeitos sobre a transmissão neuronal, bem como na 

plasticidade sináptica no SNC. No meio extracelular, reage com o oxigênio e água 

para formar ânions nitrato (NO3
-) e nitrito (NO2

-) (VALKO et al. 2007). 

  O estresse nitrosativo pode conduzir a reações de nitrosilação, que alteram a 

estrutura das proteínas inibindo suas funções normais. (VALKO et al. 2007). 

  Um importante produto dos radicais O2•- e NO é o peroxinitrito (ONOO-). 

Apesar de não ser um radical propriamente dito, o ONOO- pode resultar em 

processos citotóxicos, incluindo peroxidação lipídica, formação de resíduos de 

nitrotirosina que podem inativar enzimas, depleção de GSH, e lesão de DNA 

(PRYOR & SQUADRITO, 1995; BECKMAN & KOPPENOL, 1996). 
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1.3.3 ESTRESSE OXIDATIVO 

 

  A produção e degradação não balanceada de EROs e ERNs, isto é, sua 

superprodução em sistemas biológicos e deficiência de antioxidantes enzimáticos e 

não enzimáticos, resulta em acúmulo dessas espécies reativas, comumente 

chamado de estresse oxidativo (DALEPRANE et al. 2013; BHAT et al. 2015). 

  EROs potencialmente danosas (ex. H2O2; O2
•-, OH•, bem como ERNs 

especialmente NO, são produzidas continuamente nas células como consequência 

tanto do metabolismo aeróbio normal (reações bioquímicas oxidativas) quanto por 

fatores externos (RUSSO et al. 2002; DALEPRANE et al. 2013). Essas espécies 

reativas são usualmente removidas ou inativadas in vivo pelos antioxidantes (NAGAI 

et al. 2001; DALEPRANE et al. 2013). 

  Defesas antioxidantes enzimáticas incluem a SOD, GPx, CAT. Os 

antioxidantes não-enzimáticos são representadas pelo ácido ascórbico (vitamina C), 

α-tocoferol (Vitamina E), GSH, cisteína, carotenóides, flavonóides, e outros 

antioxidantes. Uma das enzimas antioxidantes mais fundamentais é a SOD, que 

catalisa a reação de dois O2
•- e dois H+ para H2O2 e O2. O H2O2 é reduzido pela CAT 

ou GPx.  (MAGDER, 2006; VALKO et al. 2007). 

  Os antioxidantes de defesa têm função de prevenção da geração de 

EROs/ERNs, destruição de potenciais oxidantes e degradação das espécies reativas 

formadas. Dessa forma os danos dos tecidos induzidos pelo estresse oxidativo são 

mínimos (BENZIE, 1996). De qualquer forma, essas espécies reativas se tornam 

danosas quando são produzidas em excesso sob certas condições anormais como 

inflamação, isquemia e na presença de íons catalíticos (ex. Fe2
+). Sob estas 

condições, os antioxidantes endógenos podem ser insuficientes para conter a 
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formação das mesmas, podendo causar dano celular pela peroxidação de lipídeos 

da membrana, inativação de sulfidril enzimas, ligações entrecruzadas de proteínas 

ou quebra de DNA (RUSSO et al. 2002). 

  Na peroxidação lipídica causada pelo estresse oxidativo, espécies como OH•, 

radical hidroperoxil (HO2•-), e OONO-, podem extrair um H do metileno (-CH2-), 

criando o radical metino (-CH•-). Este radical em seguida, ataca outros grupos -CH2- 

nas moléculas de lípidos e cria uma reação em cadeia que altera a fluidez e a forma 

da membrana. Uma consequência disto é a interrupção do transporte de cálcio, que 

é essencial para a sinalização intracelular (MAGDER, 2006). 

  Peróxidos lipídicos também podem danificar o DNA e as proteínas. Uma vez 

formados, os radicais LOO• podem ser rearranjados para endoperóxidos 

(precursores de MDA)  através de uma reação de ciclização, sendo o MDA o produto 

final do processo de peroxidação (figura 12) (MAGDER, 2006; VALKO et al. 2007). 
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Figura 12. Vias de formação de EROs, o processo de peroxidação lipídica e o papel da GSH e outros 

antioxidantes (vitamina E, vitamina C, ácido lipóico) no controle do estresse oxidativo. Reação 1: O 

O2
•- é formado pelo processo de redução de O2 mediada por NADPH-oxidases e xantina-oxidase ou 

não enzimaticamente pelos compostos redox-reativos, tal como o composto semi-ubiquinona da 

cadeia de transporte de elétrons mitocondrial. Reação 2: O2
•- é dismutado pela SOD para H2O2. 

Reação 3: O H2O2 é mais eficientemente eliminado pela enzima glutationa peroxidase (GPx), que 

exige a GSH como o doadora de elétrons. Reação 4: A glutationa oxidada (GSSG) é reduzido para 

GSH pela parte posterior da enzima glutationa redutase (GRed) que usa NADPH como o doador de 

elétrons. Reação 5: Alguns metais de transição (ex. Fe2+, Cu+ e outros) podem clivar o H2O2 ao 

reativo radical OH• (reação de Fenton). Reação 6: o radical OH• pode retirar um elétron do ácido 

graxo polinsaturado (LH) para dar origem a um radical lipídico (L•). Reação 7: O radical L• pode ainda 

interagir com O2 originando o radical lipídico peroxil (LOO•). Se o radical LOO• resultante não é 

reduzido por antioxidantes, o processo de peroxidação lipídica ocorre (reações 18-23 e 15-17). 

Reação 8: O radical LOO• é reduzido no interior da membrana pela forma  reduzida de vitamina E (T-
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OH) resultando na formação de um radical lipídico hidroperóxido (LOOH) e um radical de vitamina E 

(T-O•). Reação 9: A regeneração da vitamina E por Vitamina C: o radical T-O• é reduzido de volta à 

vitamina E (T-OH) pelo ácido ascórbico (a forma fisiológica de ascorbato é monoânion ascorbato, 

AscH-) deixando para trás o radical ascorbil (Asc•-). Reação 10: A regeneração da vitamina E por 

GSH: o radical T-O• é reduzido pela GSH. Reação 11: A GSSG e o radical Asc•- são reduzidos de 

volta para GSH e AscH-, respectivamente, pelo ácido dihidrolipóico (DHLA), que converte-se em ácido 

α-lipóico (ALA). Reação 12: A regeneração do DHLA a partir de ALA utilizando NADPH. Reação 13: 

radicais LOOH são reduzidas para álcoois e O2 por GPx usando GSH como o doador de elétrons. 

Processo de peroxidação lipídica: Reação 14: radicais LOOH podem reagir rapidamente com Fe2+ 

para formar radicais lipídicos alcoxil (LO•), ou muito mais lento com Fe3+ para formar radicais LOO•. 

Reação 15: radical LO• derivado, por exemplo, a partir do ácido araquidônico, sofre reação de 

ciclização para formar um anel de seis membros hidroperóxido. Reação 16: anel de seis membros 

hidroperóxido sofre reações adicionais envolvendo β-(cisão) a partir de 4-hidroxi-nonenal. Reação 17: 

4-hidroxinonenal é processado em um produto inócuo glutathiyl (GST, glutationa S-transferase). 

Reação 18: Um radical LOO• localizado na posição interna do ácido graxo pode reagir por ciclização 

para produzir um peróxido cíclico adjacente a um radical centrado em carbono. Reação 19: Este 

radical pode então ser reduzido para formar um hidroperóxido (reação não mostrada) ou pode ser 

submetido a uma segunda ciclização para formar um peróxido bicíclico o qual após o acoplamento 

com O2 e redução produz uma molécula estruturalmente semelhante ao endoperóxido. Reação 20: 

composto formado é um produto intermediário para a produção de malondialdeído (MDA). Reações 

21, 22, 23: MDA pode reagir com bases de DNA Citosina, Adenina, Guanina e para formar produtos 

M1C, M1A e M1G, respectivamente. 

Fonte: Adaptado de VALKO et al. 2007 

 

  O cérebro por ser metabolicamente muito ativo tem menor capacidade de 

regeneração celular em comparação com outros órgãos, logo acredita-se ser 

particularmente susceptível aos efeitos danosos do estresse oxidativo (BHAT et al. 

2015). 

  Embora vários estudos demonstrem o potencial terapêutico da própolis, 

principalmente sua ação antioxidante, largamente demonstrada e justificada pela 

presença de flavonóides em sua composição, inclusive com estudos nos transtornos 

do SNC, pouco se sabe sobre as propriedades da própolis amarela, que possui 

baixo conteúdo de flavonóides, porém possui vários compostos terpênicos 

identificados. Os triterpenos presentes na própolis amarela do Mato Grosso do Sul 
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possuem características lipofílicas, facilitando sua passagem pela barreira hemato-

encefálica. Desta forma, o potencial farmacológico da própolis amarela em distúrbios 

do SNC foi investigado para estabelecer sua aplicação nos transtornos centrais, com 

ênfase nas análises comportamentais e bioquímicas.  

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



48 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

II OBJETIVOS 



49 
 

2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

  Avaliar os efeitos neurocomportamentais e no estresse oxidativo em ratos 

tratados com extrato etanólico de própolis amarela (EEPA). 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 Avaliar em ratos tratados de forma aguda com EEPA: 

 A atividade locomotora espontânea através do ensaio comportamental campo 

aberto;  

 A atividade ansiolítica através do ensaio comportamental labirinto em cruz 

elevado (LCE); 

 A atividade antidepressiva através do ensaio comportamental nado forçado; 

 A atividade mnemônica através do ensaio comportamental esquiva inibitória; 

 Os níveis de NO através da dosagem de nitratos e nitritos, em amostras 

sanguíneas; 

 Os níveis de MDA através dosagem de compostos reativos do ácido tiobarbitúrico 

(TBARS), em amostras sanguíneas. 

 A capacidade antioxidante total através do teste TEAC (Capacidade Antioxidante 

Trolox Equivalente), em amostras sanguíneas. 

 As atividades das enzimas antioxidantes CAT e SOD, em amostras sanguíneas. 
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3 METODOLOGIA 

 

3.1 Obtenção do extrato 

 

Foi utilizado EEPA cedido pela Profª Yohandra Reyes Torres da Universidade 

Estadual do Centro Oeste (UNICENTRO). A própolis utilizada foi oriunda do Mato 

Grosso do Sul, produzida por abelhas Apis mellifera. 

A amostra de própolis in natura foi conservada em freezer até o momento de 

sua extração. A amostra foi triturada em almofariz com pistilo e extraída por 

maceração em etanol P.A (BIOTEC) (1:10 m/v) por 24 horas utilizando uma 

incubadora (TECNAL), com 160 rpm e temperatura ambiente. Após o tempo 

estabelecido para a extração, a solução foi filtrada a vácuo para retirar as partes 

insolúveis. Em seguida, a fase hidroalcoólica foi colocada em um freezer por 24 

horas. Após esse período a solução foi novamente filtrada com papel qualitativo 

(MACHEREY-NAGEL) para retirar as ceras. A solução extrativa foi seca por 

evaporação do solvente a pressão reduzida em rotaevaporador (FISATOM Mod. 

752), equipado com bomba de vácuo (PRISMATEC) e banho-maria (NOVA 

QUÍMICA) à 50ºC. O EEPA obtido foi transferido para um frasco de vidro com 

tampa, e armazenados na geladeira. 

 

3.2 Medicamentos e soluções utilizadas 

 

  Os medicamentos utilizados nos experimentos foram Diazepam 5 mg/mL 

solução injetável (Cristália®, Brasil), Fluoxetina 20 mg/mL solução oral (Medley®, 

Brasil), Cafeína anidra (Sigma-Aldrich®, USA). 
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  Foi utilizada uma solução de Tween 20 5% (Tween 20-Sigma-Aldrich® USA, 

água destilada, cloreto de sódio). 

  A amostra de EEPA foi pesada e posteriormente solubilizada com solução de 

Tween 20 5%. Para melhor solubilzação foi utilizado o aparelho Vortex por 30 

minutos, obtendo-se uma solução com concentração final de 5 mg/mL. 

 

3.3 Animais 

 

  Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Animais de 

Experimentação (CEPAE) da Universidade Federal do Pará (UFPA), com parecer nº 

BIO046-12 (ver anexo I), obedecendo aos critérios e às normas estabelecidas por 

Guias de Cuidados e Uso de Animais Laboratoriais. 

  Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, machos, 3 meses, n = 10 animais 

por grupo. Os animais, provenientes do Biotério do Instituto de Ciências Biológicas 

da Universidade Federal do Pará, foram mantidos em caixas de polipropileno, 5 

animais por caixa, acondicionados em condições padronizadas de temperatura (24-

25ºC), ciclo de luz claro/escuro de 12 h, água e ração ad libitum. 

 

3.4 Testes neurocomportamentais 

 

  Os experimentos comportamentais foram realizados no Laboratório de 

Farmacologia da Inflamação e Comportamento (LAFICO), da Faculdade de 

Farmácia, do Instituto de Ciências da Saúde, da Universidade Federal do Pará 

(UFPA). Foram mantidas condições ideais para realização dos experimentos: 
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atenuação dos níveis de ruído, baixa intensidade de iluminação e temperatura 

controlada (24-25ºC). 

  Uma hora antes do início dos experimentos, os animais foram conduzidos à 

sala de teste para aclimatação e habituação. 

  As diferentes doses (1, 3, 10, 30 mg/Kg) do EEPA, diazepam (1 mg/Kg), 

fluoxetina (10 mg/Kg), cafeína (10 mg/Kg) e Tween 5% (0,1 mL/Kg) foram 

administradas por via intraperitoneal (i.p.), de forma aguda, 30 minutos antes dos 

testes comportamentais. A figura 13 demonstra o desenho experimental executado 

na pesquisa. 

 

 

Figura 13. Esquema ilustrativo do tratamento e avaliação comportamental com EEPA. Os testes 
comportamentais foram realizados conforme esquema: teste do campo aberto, LCE, nado forçado e 
esquiva inibitória. Ao final dos testes comportamentais foi realizada a coleta de sangue e dosagem de 
NO, MDA, CAT, SOD e TEAC. 
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  Para o tratamento os animais foram divididos em 9 (nove) grupos 

experimentais (quadro 4): 

 
Quadro 4: Grupos experimentais, descrição e quantidade de animais por grupo. 

GRUPO DESCRIÇÃO NÚMERO 

01 Animais tratados com EEPA na dose de 1 mg/Kg i.p. 10 

02 Animais tratados com EEPA na dose de 3 mg/Kg i.p. 10 

03 Animais tratados com EEPA na dose de 10 mg/Kg i.p. 10 

04 Animais tratados com EEPA na dose de 30 mg/Kg i.p. 10 

05 EC – controle para estresse comportamental. Animais tratados 

com uma solução de Tween 5%, administrado na dose de 0,1 

mL/Kg i.p. 

10 

06 DZP – controle positivo para atividade ansiolítica. Animais 

tratados com Diazepam na dose de 1 mg/Kg i.p. 

10 

07 FXT – controle positivo para efeito antidepressivo. Animais 

tratados com Fluoxetina na dose de 10 mg/Kg i.p. 

10 

08 CAF – controle positivo para comportamento mnemônico. 

Animais tratados com Cafeína na dose de 10 mg/Kg i.p. 

10 

09 BASAL – Animais que não receberam nenhum tratamento e 

que não foram submetidos ao protocolo de estresse 

comportamental. 

10 

Legenda: EPPA – extrato etanólico de própolis amarela; i.p. – intraperitoneal. 
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3.4.1 TESTE DO CAMPO ABERTO 

 

Fundamento 

 

  No teste do campo aberto, o aumento no número de linhas cruzadas indica 

aumento na locomoção e exploração e/ou um menor nível de ansiedade. A alta 

frequência do número de entradas nos quadrantes centrais e do tempo gasto na 

área central indica alto comportamento exploratório e baixos níveis de ansiedade 

(WALSH & CUMMINS, 1976). 

   

Procedimento 

 

  No teste do campo aberto, foi utilizada uma arena em madeira (100x100x40 

cm), pintada com material não permeável de cor preta, câmera filmadora e 

cronômetros (figura 14). 

   

   

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Diagrama esquemáticodo aparato utilizado no teste do campo aberto.  

Fonte: Elaborado pela autora. 
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  Os animais foram colocados, individualmente, no centro do aparato e foi 

permitido o livre deslocamento durante 5 minutos, que foi filmado através de câmera 

filmadora posicionada acima da arena. Os parâmetros das filmagens foram 

analisados no software Any Maze Stoelting. 

  Antes e depois da exposição de cada animal, foi realizada a limpeza do 

aparato com álcool etílico à 10% e toalhas de papel, deixando-o secar e receber a 

circulação normal de ar. 

  Foram avaliados os parâmetros de locomoção total, locomoção central e 

tempo na área central. 

 

3.4.2 TESTE DO LCE 

 

Fundamento 

 

  Montgomery (1958) foi o primeiro a relatar que quando animais foram 

colocados em uma gaiola e foi dado acesso a ambos os braços, aberto e fechado, 

de um labirinto, eles gastaram mais tempo explorando os braços fechados. 

  O LCE, talvez o teste mais empregado para avaliação de ansiedade, foi 

proposto pela primeira vez por Handley e Mithani (1984) e validado posteriormente 

por File et al. (1990). 

  O equipamento é elevado acima do nível do chão, e é composto por dois 

braços fechados opostos perpendicularmente a dois braços abertos (figura 15). O 

teste baseia-se na tendência natural dos roedores em explorar novos ambientes e 

sua esquiva inata a lugares não protegidos, iluminados e elevados (representado 

pelos braços abertos). Confinamento nos braços abertos induz sinais fisiológicos de 
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estresse (aumento da defecação e dos níveis de corticosterona), enquanto que a 

exposição aos fármacos ansiolíticos clássicos, tal como benzodiazepínicos, aumenta 

a exploração desses braços (FILE et al. 1990). 

  Pellow et al. (1985) observaram que ratos confinados no braço aberto do LCE 

apresentaram níveis de corticosterona plasmáticos elevados em comparação com 

os controles, confirmando a qualidade aversiva dos braços abertos. 

 

 

Figura 15. Diagrama esquemático do LCE. 

Fonte: Adaptado de LAPIZ-BLUHM et al. 2008 

 

  Um conflito motivacional é estabelecido em que a tendência inata de ratos de 

explorar um ambiente novo é confrontada com seu medo inato de espaços abertos, 

e o comportamento do rato no aparelho representa um equilíbrio entre essas 

unidades opostas, cujo saldo é afetado pelo nível de ansiedade. O teste do LCE 

permite detectar a atividade ansiolítica/ansiogênica de uma variedade de 

substâncias terapêuticas e experimentais de diferentes classes. Estímulos 
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ansiogênicos reduzem a proporção de tempo de exploração dos braços abertos em 

relação ao tempo total de exploração, enquanto estímulos ansiolíticos aumentam 

esta proporção (LAPIZ-BLUHM et al. 2008). 

  A atividade basal dos animais no LCE é afetada por vários fatores, tais como 

condições de habitação, níveis de iluminação, variações no ciclo circadiano, 

manipulação prévia ou exposição ao estresse, e familiaridade com o labirinto. 

 

Procedimento   

  

  No teste do LCE, foi utilizado um equipamento em madeira, na forma de cruz, 

elevado 50 cm do chão, com dois braços fechados (50x10x50 cm) e dois braços 

abertos (50x10 cm), opostos entre si (figura 15) (HANDLEY & MITHANI, 1984). 

  Após o teste do campo aberto, cada animal foi posicionado no centro do LCE, 

com a face voltada para um dos braços fechados, e foi permitida a exploração do 

equipamento durante 5 minutos. 

  Antes e depois da exposição de cada animal, foi realizada a limpeza do 

equipamento com álcool etílico à 10% e toalhas de papel, deixando-o secar e 

receber a circulação normal de ar. 

  Um observador realizou as anotações do número de entradas e do tempo de 

permanência dos animais nos braços abertos (EBA e TBA) e nos braços fechados 

(EBF e TBF). Este observador não teve conhecimento prévio a que grupo pertencia 

cada animal. 

  As percentagens de entradas nos braços abertos (%EBA) e tempo de 

permanência nos braços abertos (%TBA) foram calculadas de acordo com as 

fórmulas (PELLOW et al. 1985):  
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3.4.3 TESTE DO NADO FORÇADO 

 

Fundamento 

O teste de nado forçado foi desenvolvido por Porsolt et al. (1978), na 

American National Standard, com ratos e, posteriormente, com camundongos. 

Baseia-se na observação do comportamento de roedores quando expostos à água. 

Após um comportamento inicial de fuga intensa, com natação e escalada, eles 

param de lutar e mostram comportamento imóvel passivo. Tratamentos 

antidepressivos demonstram consistentemente a redução do tempo de imobilidade 

no teste, aumentando comportamentos ativos (SLATTERY et al. 2012). 

O teste de nado forçado, devido ao seu alto rendimento, facilidade de uso, 

confiabilidade e especificidade, é o teste mais utilizado para avaliação de atividade 

antidepressiva em ratos (SLATTERY et al. 2012). 

 

Procedimento 

 

  No teste do Nado Forçado foi utilizado um cilindro Plexiglass (30 cm de 

diâmetro, 50 cm de altura), contendo 40 cm de altura de água a uma temperatura de 

23 ± 1ºC (figura 16) (PORSOLT et al. 1978). 

 

 

 

%EBA = (EBA/EBA + EBF) x 100 

%TBA = (TBA/TBA + TBF) x 100 
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Figura 16. Diagrama esquemático de um aparelho de Nado Forçado. 

Fonte: ABELAIRA et al. 2013. 

 

 Após o teste do LCE, os animais foram encaminhados para o teste do nado 

forçado, colocados no cilindro com água e forçados a nadar durante 5 minutos. 

  Foram avaliados os seguintes parâmetros (CRYAN et al. 2002): 

a) Fuga: geralmente observada nos primeiros dois minutos, considerado 

habituação ao teste.  

b) Imobilidade contínua: permanecer flutuando, mantendo somente os 

movimentos mínimos necessários para manter a cabeça fora da água. 

c) Nado: circulação em todo o cilindro, nadando de um quadrante para o outro. 

  As avaliações foram realizadas por um experimentador que não teve 

conhecimento prévio a que grupo pertencia cada animal. 

  Ao término do teste do nado forçado, os animais permaneceram em média 30 

minutos em uma caixa de polipropileno contendo maravalha, para que pudessem 

secar e serem encaminhados para o teste da esquiva inibitória. 
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3.4.4 TESTE DA ESQUIVA INIBITÓRIA 

 

Fundamento 

 

  Trata-se de um modelo de “condicionamento ao medo”, constituindo-se em 

uma tarefa na qual o indivíduo “aprende” a ter medo de um determinado estímulo. 

Durante o treino associa-se um contexto (uma caixa) ou um estímulo neutro (uma 

plataforma elevada) com a sensação de medo mediante a apresentação pareada do 

contexto ou estímulo neutro com outro estímulo, este aversivo (um choque elétrico). 

Após um número variável de sessões de treino, que pode ir de apenas uma até 

várias dezenas, o estímulo inicialmente neutro começa a “evocar” medo e induzir a 

expressão de respostas comportamentais e fisiológicas típicas desse estado. O 

aprendizado deste tipo de tarefa requer a integridade funcional e estrutural da 

amígdala e do hipocampo (CAMMAROTA et al. 2008). 

 

Procedimento 

 

  O aparelho de esquiva inibitória (EP-104, Insight, Brasil) consiste em uma 

caixa de vidro e metal medindo 50x25x25 cm, com uma plataforma de 5 cm de 

altura, 7,5 cm de largura e 20 cm de comprimento (figura 17). No canto esquerdo 

possui uma série de barras de bronze distribuídas a uma distância de 12,5 mm entre 

si, que constituem o assoalho da caixa, conectadas a um estimulador elétrico. 
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Figura 17. Aparelho de Esquina Inibitória. 

Fonte: Insight, Brasil. 

 

  O teste da esquiva inibitória foi realizado após os testes do campo aberto, 

LCE e nado forçado. No primeiro dia os animais foram habituados ao aparato, 

permanecendo no interior do equipamento por 3 minutos. 

  No segundo dia, os animais foram tratados com EEPA, Tween 5% ou CAF, 30 

minutos antes do teste. Foram cuidadosamente colocados na plataforma em frente 

ao canto esquerdo da caixa, com a face virada para o lado oposto do observador. 

Assim que o animal desceu da plataforma e colocou as quatro patas na grade, 

recebeu um choque de 0,4 mA por um segundo nas patas, sendo imediatamente 

retirado da caixa. 

  A memória de curta duração (MCD) foi avaliada no modelo de esquiva 

inibitória 1,5 h após o estímulo aversivo (choque). O tempo que os animais levaram 

para descer com as quatro patas da plataforma foi utilizado como indicativo de 

retenção de memória. O intervalo de 180 segundos foi padronizado como o tempo 

máximo de espera para a descida do animal da plataforma durante as avaliações. 
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3.5 Bioquímica Oxidativa 

 

  Após realização dos testes comportamentais, os animais foram submetidos à 

coleta sanguínea na região intracardíaca. O sangue foi coletado, aproximadamente 

2mL, em tubos de ensaio com EDTA 5%. Em seguida o sangue foi centrifugado a 

2500 rpm durante 10 minutos para separação do plasma. O plasma foi coletado com 

auxílio de uma pipeta e armazenado em ependorf a uma temperatura de 8-10 ºC. 

Para a determinação da atividade das enzimas antioxidantes CAT e SOD foi 

utilizado sangue total. 

  Para avaliação da bioquímica oxidativa foram realizadas a avaliação dos 

níveis de NO através da dosagem de nitratos e nitritos, a determinação de MDA 

através dosagem de compostos reativos do ácido tiobarbitúrico (TBARS), a 

determinação da atividade das enzimas antioxidantes CAT e SOD e a avaliação da 

capacidade antioxidante através do teste do TEAC. 

 

3.5.1 DOSAGEM DE NO 

   

  Para dosagem de NO utilizou-se o método proposto por Granger et al. (1999), 

baseado na reação de Griess. A reação entre nitratos e nitritos presente no soro e o 

reagente de Griess (sulfanilamida e N-1-naftiletilenodiamina) origina um cromógeno 

de coloração rosa, detectado por leitor de ELISA em comprimento de onda de 540 

nm. 

  Adicionou-se o reagente de Griess na amostra em proporção 1:1 (100 µL do 

reagente para 100 µL da amostra), na placa de ELISA. Após 10 minutos de 
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adicionado o reagente, realizou-se a leitura em leitor de ELISA a 540 nm. O NO foi 

determinado utilizando uma curva padrão de nitrato de sódio (NaNO2). 

 

3.5.2 DETERMINAÇÃO DE MDA 

 

Um dos principais aldeídos gerados com a oxidação lipídica é o MDA que 

pode ser dosado pela reação de TBARS, e tem sido a forma mais utilizada de 

avaliação da peroxidação lipídica da membrana. A dosagem de TBARS foi realizada 

segundo o método proposto por Kohn e Liversedge (1944), modificado por Percário 

et al. (1994). O princípio deste método consiste na reação de duas moléculas do 

ácido tiobarbitúrico (TBA) com uma molécula de MDA (que deve estar presente na 

amostra), formando um complexo TBA-MDA-TBA de cor rósea, detectado através de 

leitura espectrofotométrica na região do visível em absorbância de 535 nm. 

O reagente (TBA 10 nM) foi preparado no dia da dosagem a partir 0,036 g de 

TBA para 25 mL da solução de Fosfato Monobásico de Potássio (KH2PO4) – 

Tampão fosfato 75 mM (pH 2,5). Adicionou-se para cada tubo de ensaio 1 mL do 

reagente e 0,5 mL da amostra. Em seguida os tubos foram colocados em banho-

maria à temperatura de 94°C durante 1 h. Após este procedimento as amostras 

foram resfriadas em água corrente durante cerca de 15 minutos. Terminado o 

resfriamento, acrescentou-se a cada tubo de ensaio 4 mL do reagente álcool 

butílico. A seguir, cada um deles, individualmente, foi misturado em agitador de 

tubos tipo vortex, para que houvesse a máxima extração do MDA para a fase 

orgânica. Por fim, centrifugou-se os tubos a 2500 rpm durante 10 minutos. Pipetou-

se 3 mL do sobrenadante para leitura espectofotométrica em 535 nm. Os resultados 

são expressos em nmol/mL.  
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3.5.3 AVALIAÇÃO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL 

 

  Para determinação deste parâmetro foi realizado o teste TEAC (Capacidade 

Antioxidante Trolox Equivalente), que consiste na inibição do cátion ABTS●+ (radical 

2,2’-azinobis-[3-etilbenzotiazolina-6-ácido sulfônico]), por antioxidantes endógenos e 

exógenos presentes na amostra (VASCONCELOS et al. 2007). 

  Os antioxidantes presentes na amostra causam uma redução na absorção 

proporcional à sua concentração. As capacidades antioxidantes das amostras são 

expressas como TEAC, utilizando uma curva de calibração traçada com diferentes 

quantidades de Trolox e a sua absorbância medida a 740 nm (RE et al. 1999). 

  A metodologia utilizada foi adaptada de Rufino et al. (2007). Inicialmente 

foram preparadas as seguintes soluções estoques: solução estoque ABTS●+ 7 mM 

(192 mg de ABTS em 50 mL de água destilada), solução de persulfato de potássio 

140 mM (378,4 mg de persulfato de potássio em 10 mL de água destilada). O radical 

ABTS●+ foi preparado a partir da reação de 5 mL da solução estoque de ABTS●+ com 

88 µL da solução de persulfato de potássio. A mistura foi mantida no escuro, à 

temperatura ambiente, por 16 horas. Após este período foi preparada a solução de 

trabalho, diluindo-se 1 mL da solução de radical ABTS●+ em álcool etílico até obter 

uma absorbância de 0,70 ± 0,05 a 734 nm. 

  O procedimento consistiu em ler a absorbância em 740 nm, adicionar 20 µL 

da amostra, ler a absorbância em 740 nm após exatamente 3 minutos. As cubetas 

foram mantidas à 37ºC e as leituras realizadas em espectofotômetro com fluxo 

contínuo. 
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3.5.4 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DA CAT 

 

  A atividade da CAT foi determinada conforme o método descrito por Aebi 

(1984). As amostras sanguíneas foram hemolisadas em água gelada (1:3) para em 

seguida serem diluídas em tampão TRIS base (Tampão Tris 1 M/EDTA 5 mM pH 

8,0). No entanto, para realizar a leitura, ou seja, verificar o decaimento do H2O2, 

alíquotas das amostras diluídas foram adicionados a 900 μL de solução de reação 

(Tampão TRIS base, peróxido de hidrogênio 30% e água ultrapura, pH 8,0), 

(BUKOWSKA & KOWALSKA, 2004). A diminuição da concentração de H2O2 foi 

verificada à λ = 240 nm a 25°C durante 60 segundos. A atividade de CAT foi definida 

como a atividade necessária para degradar 1 mol de H2O2 em 60 segundos, em pH 

8 a 25°C, sendo expressa como U/mg proteína. O coeficiente de extinção molar 

H2O2 utilizado para o cálculo foi de 39,4 cm2/mol. Os dados de atividade enzimática 

obtida no ensaio da CAT foram normalizados pelas respectivas concentrações 

protéicas totais, usando-se o Kit comercial Doles. 

 

3.5.4 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DA SOD 

   

  A determinação da atividade da SOD foi realizada segundo a técnica 

preconizada por McCord e Fridowich (1969) adaptada. Esta metodologia é de 

detecção indireta da atividade da SOD, pois, a presença desta enzima na amostra, 

promove a conversão do O2•- em H2O2 e O2, impedindo consequentemente a 

redução do citocromo C, que é detectada por espectrofotometria em comprimento de 

onda de 550 nm. A atividade da enzima SOD foi expressa em nmol/mL. Neste 
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ensaio, uma unidade de atividade é definida como a quantidade de enzima que 

promove 50% de inibição da redução do citocromo C à 25ºC em pH 7,8. 

 

3.6 Análise Estatística 

 

  Os dados dos testes comportamentais e bioquímicos foram avaliados pela 

Análise de Variância (ANOVA) de uma via. O teste de Tukey foi utilizado para 

comparações múltiplas post hoc. O teste t de Student foi utilizado para comparações 

múltiplas na dosagem de NO. Os dados de cada grupo experimental foram 

expressos como a média ± erro padrão da média (E.P.M) de 10 animais por grupo 

para os testes comportamentais e análises bioquímicas. Os valores foram 

considerados significativos quando p<0,05. A construção gráfica e a análise 

estatística foram realizadas no programa GraphPad Prism 5.0. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Testes Neurocomportamentais 

 

4.1.1 TESTE DO CAMPO ABERTO 

  

 Analisando o parâmetro de locomoção total (figura 18), os animais tratados 

com EEPA (1, 3, 10 e 30 mg/Kg) não apresentaram diferenças em relação ao grupo 

EC. Observou-se diminuição da locomoção nas doses de 1 e 30 mg/Kg em 

comparação ao grupo DZP. Houve aumento na locomoção do grupo DZP em 

comparação ao grupo controle EC. 
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Figura 18. Efeito do tratamento com EEPA nas doses de 1, 3, 10 e 30 mg/Kg no parâmetro 
locomoção total em metros, no teste do campo aberto. *p<0,05 diferença significativa em relação ao 
grupo EC; #p<0,05 diferença significativa em relação ao grupo DZP. Os valores são expressos pela 
média ± E.P.M de 10 animais por grupo (ANOVA, teste de Tukey). 
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Analisando o parâmetro de locomoção central (figura 19A), que é considerado 

um parâmetro de ansiedade, observou-se que os animais tratados com EEPA nas 

doses de 3, 10 e 30 mg/Kg aumentaram a deambulação na área central em 

comparação ao grupo EC, que indica atividade ansiolítica, semelhante ao grupo 

DZP. Com relação ao tempo na área central (figura 19B), os animais tratados com 

EEPA na dose de 30 mg/Kg permaneceram mais tempo na área central em relação 

ao grupo EC, semelhante ao grupo DZP, demonstrando novamente atividade 

ansiolítica do extrato.  
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Figura 19. Efeito do tratamento com EEPA nas doses de 1, 3, 10 e 30 mg/Kg nos parâmetros: 
locomoção central em metros (A) e tempo na área central em segundos (B), no teste do campo 
aberto. *p<0,05 diferença significativa em relação ao grupo EC; +p<0,05 diferença significativa em 
relação à dose de 3 mg/Kg. Os valores são expressos pela média ± E.P.M de 10 animais por grupo 
(ANOVA, teste de Tukey). 
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4.1.2 TESTE DO LCE 

 

  Quanto aos efeitos ansiolíticos no parâmetro de percentagem de entrada nos 

braços abertos (% EBA) no LCE (figura 20A), observou-se aumento no percentual 

de entrada nos braços abertos dos grupos tratados com EEPA (1, 3, 10 e 30 mg/Kg), 

comparado ao grupo EC, semelhante ao grupo DZP. Analisando o parâmetro de 

percentagem de tempo nos braços abertos (% TBA) (figura 20B) observou-se 

aumento no tempo de permanência no braço aberto nos grupos tratados com EEPA 

nas doses de 3, 10 e 30 mg/Kg em comparação ao grupo EC. Os animais tratados 

com EEPA na dose de 3 mg/Kg aumentaram a percentagem de tempo nos braços 

abertos quando comparados com a dose de 1 mg/Kg. 
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Figura 20. Efeito do tratamento com EEPA nas doses de 1, 3, 10 e 30 mg/Kg nos parâmetros: %EBA 
(A) e %TBA (B), no LCE. *p<0,05 diferença significativa em relação ao grupo EC; #p<0,05 diferença 
significativa em relação ao grupo DZP; +p<0,05 diferença significativa em relação à dose de 3 mg/Kg. 
Os valores são expressos pela média ± E.P.M de 10 animais por grupo (ANOVA, teste de Tukey). 
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  Com relação ao parâmetro entrada nos braços fechados (EBF) (figura 21) não 

foi observado diferença entre os grupos testados, que demonstra a atividade motora 

não alterada dos animais. 

 

EC 1 3 10 30 DZP

0

2

4

6

8

EEPA (mg/Kg)

E
B

F

 

Figura 21. Efeito do tratamento com EEPA nas doses de 1, 3, 10 e 30 mg/Kg no parâmetro EBF, no 
LCE. Os valores são expressos pela média ± E.P.M de 10 animais por grupo (ANOVA, teste de 
Tukey). 
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4.1.3 TESTE DO NADO FORÇADO 

 

No teste do nado forçado, quanto aos efeitos antidepressivos, observou-se 

diminuição do tempo de imobilidade nos grupos tratados com EEPA nas doses de 1, 

3, 10, 30 mg/Kg em comparação ao grupo EC (figura 22A), demonstrando a 

atividade antidepressiva do extrato. Houve diminuição no tempo de imobilidade do 

grupo FXT em comparação ao grupo EC. Também foi observado diferença em todas 

as doses usadas em comparação ao grupo FXT. Em relação ao parâmetro de tempo 

de nado (figura 22B) não se observou diferenças entre os animais tratados com 

EEPA, grupo EC e grupo FXT, demonstrando atividade motora preservada entre os 

grupos. 
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Figura 22. Efeito do tratamento com EEPA nas doses de 1, 3, 10 e 30 mg/Kg nos parâmetros: tempo 
de imobilidade em segundos (A) e tempo de nado em segundos (B), no teste do nado forçado. 
*p<0,05 diferença significativa em relação ao grupo EC; #p<0,05 diferença significativa em relação ao 
grupo FXT. Os valores são expressos pela média ± E.P.M de 10 animais por grupo (ANOVA, teste de 
Tukey). 
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4.1.4 TESTE DA ESQUIVA INIBITÓRIA 

 

Quanto aos efeitos mnemônicos no teste da esquiva inibitória, os animais 

tratados com EEPA na dose de 30 mg/Kg apresentaram aumento no tempo de 

descida quando comparado ao grupo EC, grupo CAF e demais doses (1, 3 e 10 

mg/Kg). Observou-se diminuição do tempo de descida nas doses de 1, 3 e 10 mg/Kg 

em comparação ao grupo CAF. Houve aumento no tempo de descida do grupo CAF 

em comparação ao grupo EC (figura 23). 
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Figura 23. Efeito do tratamento com EEPA nas doses de 1, 3, 10 e 30 mg/Kg no parâmetro tempo de 
descida em segundos, no teste da esquiva inibitória. *p<0,05 diferença significativa em relação ao 
grupo EC; #p<0,05 diferença significativa em relação ao grupo CAF; +p<0,05 diferença significativa em 
relação à dose de 30 mg/Kg. Os valores são expressos pela média ± E.P.M de 10 animais por grupo 
(ANOVA, teste de Tukey). 
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4.2 Bioquímica Oxidativa 

 

4.2.1 DOSAGEM DE NO 

 

Os resultados obtidos após tratamento agudo com EEPA nas doses de 1, 3, 

10 e 30 mg/Kg seguido de estresse comportamental, quanto aos níveis de NO 

presentes no plasma, estão descritos na figura 24. 
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Figura 24. Concentração de NO presente nos grupos tratados com EEPA nas doses de 1, 3, 10 e 30 
mg/Kg, grupo basal e grupo EC, com resultados expressos em µmol/L. *p<0,05 diferença significativa 
em relação ao grupo EC; #p<0,05 diferença significativa em relação ao grupo basal; +p<0,05 
diferença significativa em relação à dose de 30 mg/Kg. Os valores são expressos pela média ± E.P.M 
de 10 animais por grupo (ANOVA, teste de Tukey, teste t). 
 

Observa-se um aumento significativo dos níveis de NO nos animais do grupo 

que passou somente pelo estresse comportamental (EC), quando comparados ao 

grupo basal, que não foi submetido ao protocolo de estresse comportamental. O 

tratamento com EEPA (1, 3, 10 e 30 mg/Kg) reverteu esse aumento, de forma dose-

dependente 
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4.2.2 DETERMINAÇÃO DE MDA 

 

  Os resultados obtidos após tratamento agudo com EEPA nas doses de 1, 3, 

10 e 30 mg/Kg seguido de EC, quanto às dosagens de MDA no plasma, estão 

descritos na figura 25. 
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Figura 25. Determinação de MDA nos grupos tratados com EEPA nas doses de 1, 3, 10 e 30 mg/Kg, 
grupo basal e grupo EC, com resultados expressos em nmol/L. *p<0,05 diferença significativa em 
relação ao grupo EC; #p<0,05 diferença significativa em relação ao grupo basal. Os valores são 
expressos pela média ± E.P.M de 10 animais por grupo (ANOVA, teste de Tukey). 
 

  Os resultados demonstram um aumento significativo dos níveis de MDA nos 

animais do grupo EC, quando comparados ao grupo basal, animais que não 

passaram por testes comportamentais. O tratamento com EEPA (1, 3, 10 e 30 

mg/Kg) reverteu esse aumento, independente da dose. 
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4.2.3 AVALIAÇÃO DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL 

 

Os resultados obtidos após tratamento agudo com EEPA nas doses de 1, 3, 

10 e 30 mg/Kg, quanto ao TEAC, estão descritos na figura 26. 
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Figura 26. Dosagem de TEAC nos grupos tratados com EEPA nas doses de 1, 3, 10 e 30 mg/Kg, 
grupo basal e grupo EC, com resultados expressos em µmol/L. #p<0,05 diferença significativa em 
relação ao grupo basal. Os valores são expressos pela média ± E.P.M de 10 animais por grupo 
(ANOVA, teste de Tukey). 
 
 

  Os resultados demonstram que os animais submetidos ao EC apresentaram 

níveis de TEAC aumentados significativamente quando comparados ao grupo basal, 

animais que não passaram por testes comportamentais. Observa-se que o EEPA 

não alterou os níveis de antioxidantes totais induzidos pelo EC, pois os grupos 

tratados (1, 3, 10 e 30 mg/Kg) apresentaram níveis de TEAC similares aos do grupo 

EC. 
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4.2.4 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DA CAT 

 

  Os resultados obtidos após tratamento agudo com EEPA nas doses de 1, 3, 

10 e 30 mg/Kg seguido de EC, quanto à determinação da atividade da enzima 

antioxidante CAT, estão descritos na figura 27. 
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Figura 27. Determinação da atividade da CAT nos grupos tratados com EEPA nas doses de 1, 3, 10 
e 30 mg/Kg, grupo basal e grupo EC, com resultados expressos em U/mg proteína. #p<0,05 diferença 
significativa em relação ao grupo basal. Os valores são expressos pela média ± E.P.M de 10 animais 
por grupo (ANOVA, teste de Tukey). 
 

  Verifica-se no gráfico que os animais submetidos ao EC apresentaram 

diminuição da atividade da CAT quando comparados ao grupo basal, o que não foi 

revertido pela administração do EEPA, em nenhuma das doses. 
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4.2.5 DETERMINAÇÃO DA ATIVIDADE DA SOD 

 

  Os resultados obtidos após tratamento agudo com EEPA nas doses de 1, 3, 

10 e 30 mg/Kg seguido de EC, quanto à determinação da atividade da enzima 

antioxidante SOD, estão descritos na figura 28. 
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Figura 28. Determinação da atividade da SOD nos grupos tratados com EEPA nas doses de 1, 3, 10 
e 30 mg/Kg, grupo basal e grupo EC, com resultados expressos em nmol/L. #p<0,05 diferença 
significativa em relação ao grupo basal. Os valores são expressos pela média ± E.P.M de 10 animais 
por grupo (ANOVA, teste de Tukey). 
 

 

  Observa-se que os animais submetidos ao EC apresentaram diminuição da 

atividade da SOD quando comparados ao grupo basal, animais que não passaram 

por testes comportamentais. O EEPA não alterou a redução na atividade da SOD 

induzida pelo EC, pois os grupos tratados (1, 3, 10 e 30 mg/Kg) não apresentaram 

diferenças em relação ao grupo EC. 

 

 



80 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

DISCUSSÃO 



81 
 

5 DISCUSSÃO 

 

  Este estudo investigou as possíveis atividades centrais do EEPA em ratos. Os 

resultados obtidos demonstraram que o EEPA apresenta atividade ansiolítica, 

antidepressiva, mnemônica e antioxidante, corroborando com recentes estudos de 

nosso grupo utilizando extrato oleoso de própolis (REIS et al. 2014).  

  A própolis possui um amplo espectro de compostos que apresentam várias 

atividades biológicas. Recentemente, observou-se um crescente interesse na sua 

utilização pelas indústrias farmacêutica, de cosméticos e alimentos (DALEPRANE et 

al. 2013). 

 As propriedades farmacológicas da própolis são principalmente atribuídas à 

presença de flavonóides. O amplo espectro de atividades biológicas dos flavonóides 

está relacionado principalmente a sua atividade antioxidante. De fato, esta classe de 

substâncias tem demonstrado interferir não apenas na propagação da reação, mas 

também na formação de radicais livres, tanto quelando os metais de transição 

quanto pela inibição de enzimas envolvidas na inicialização da reação (RUSSO et al. 

2002). 

Os flavonóides dihidrokaempferida, kaempferida e isosakuranetin são os 

constituintes principais do extrato oleoso de própolis, que apresentou atividade 

ansiolítica e antidepressiva. Além de ácidos fenólicos prenilados como Artepellin C 

(REIS et al. 2014). 

Além dos flavonóides, vários outros compostos foram identificados nos 

diversos tipos de própolis brasileira, tais como ácidos p-cumárico prenilados, 

acetofenonas, lignanas, outros compostos fenólicos, di e triterpenos (BANKOVA et 

al. 2000). Na própolis amarela de diversas regiões houve predominância dos 



82 
 

compostos terpênicos (ALENCAR, 2002; CUESTA et al. 2007; MÁRQUEZ 

HERNÁNDEZ et al. 2010). Foram identificados compostos pertencentes à classe dos 

triterpenos na própolis amarela utilizada neste estudo (KOLC, 2014). 

Plantas contendo derivados terpênicos têm sido usadas como sedativos, 

tranquilizantes e anticonvulsivantes. Muitos óleos voláteis, ricos em terpenos, 

possuem uma grande variedade de atividades farmacológicas, tais como ansiolítica, 

anticonvulsivante e antinociceptiva. Compostos como linalool, limoneno e citronelol 

possuem ação anticonvulsivante, enquanto mentol e mirceno apresentaram 

atividade analgésica. Muitos derivados monoterpênicos têm demonstrado atividades 

sobre o SNC, incluindo sedativa, antinociceptiva e antidepressiva (DE SOUZA et al. 

2007; SOUSA et al. 2007; PERAZZO et al. 2008; LEITE et al. 2008). 

  Neste trabalho, foi investigado o efeito da administração aguda do EEPA, com 

o intuito de avaliar suas propriedades farmacológicas, em modelos experimentais de 

atividade comportamental e seus possíveis efeitos na bioquímica oxidativa, 

buscando comprovar suas possíveis ações mnemônicas, ansiolíticas e 

antidepressivas. 

  Neste sentido, o teste do campo aberto é um modelo experimental utilizado 

para avaliar a atividade locomotora em roedores (LAPA et al. 2003). A diminuição da 

atividade locomotora sugere um efeito sedativo, enquanto que seu aumento é um 

indicativo de efeito do tipo ansiolítico (DONALD et al. 1981; STERU et al. 1985). 

  Nos resultados observados verificou-se que a locomoção total nos grupos 

tratados com EEPA foi semelhante ao grupo controle, o que demonstra que o extrato 

não apresenta efeito sedativo. 

  Em um ambiente desconhecido, como o equipamento utilizado no teste do 

campo aberto, o animal tende a se locomover com mais frequência na periferia, 
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onde as paredes lhe conferem segurança (tigmotaxia), enquanto que animais 

tratados com drogas ansiolíticas tendem a explorar mais área central (PRUT & 

BELZUNG, 2003). Desta forma, observou-se que os animais tratados com EEPA a 

partir da dose de 3 mg/Kg aumentaram a deambulação na área central similar ao 

grupo DZP, sendo um indicativo de efeito do tipo ansiolítico.  

  Os resultados obtidos no teste do campo aberto nos permitem inferir que a 

atividade locomotora se manteve preservada após a administração de EEPA, logo o 

extrato não apresenta efeito sedativo e que a locomoção não foi um fator que 

influenciou os resultados dos testes que avaliaram a atividade ansiolítica, 

antidepressiva e mnemônica. Além de nos fornecer um indicativo de atividade 

ansiolítica do EEPA. 

  O teste do LCE é talvez o modelo experimental de ansiedade mais 

empregado atualmente. O teste baseia-se na tendência natural dos roedores em 

explorar novos ambientes e sua aversão inata aos lugares desprotegidos, 

iluminados e elevados (representados pelos braços abertos). A permanência nos 

braços abertos induz sinais fisiológicos de estresse e a exposição às drogas 

ansiolíticas clássicas aumenta a exploração desses braços. Estudos sugerem que a 

entrada nos braços fechados pode ser usada como medida de atividade locomotora, 

enquanto que a percentagem de entradas e tempo gasto nos braços abertos 

constituem parâmetros de ansiedade primária (CAMPOS et al. 2013). 

  No teste do LCE, observou-se que a partir da dose de 3 mg/Kg houve 

aumento dos parâmetros %EBA e %TBA, quando comparado ao grupo controle, 

semelhante ao grupo diazepam. Estes resultados sugerem que o EEPA apresentou 

um efeito do tipo ansiolítico, confirmando os resultados obtidos no teste do campo 

aberto. Em relação ao parâmetro de entrada nos braços fechados, os resultados 
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demonstraram que a capacidade deambulatória dos animais estava preservada em 

todos os grupos tratados, o que indica a capacidade do EEPA em reduzir a 

ansiedade sem causar sedação. 

  Estes resultados corroboram com trabalho recente de Reis et al. (2014) 

utilizando extrato oleoso de própolis, no qual verificaram atividade ansiolítica a partir 

da dose de 10 mg/Kg. Desta forma, o EEPA demonstrou maior atividade ansiolítica 

quando comparado ao extrato oleoso, uma vez que foram verificados efeitos 

ansiolíticos em doses quase três vezes mais baixas. 

  Os resultados comportamentais com EEPA são consistentes com estudos de 

compostos terpênicos, tais como o carvacrol (MELO et al. 2010), (+)-limoneno 

epóxido (ALMEIDA et al. 2012), linalol (LINCK et al. 2010), 1,4-cineol (GOMES et al. 

2010), carvacryl acetato (PIRES et al. 2013) e fitol (COSTA et al. 2014), que também 

apresentaram ação ansiolítica sem alterar a atividade locomotora. 

  Moreira et al. (2014) mostraram um possível envolvimento dos receptores 

benzodiazepínicos no mecanismo de ação ansiolitico do monoterpeno (−)-myrtenol. 

Seus resultados demonstraram que os monoterpenos, como (−)-myrtenol podem 

promover a ligação do GABA à receptores na membrana dos neurônios, produzindo 

efeitos ansiolíticos. Assim, este monoterpeno poderia permitir um aumento na 

corrente iônica através dos canais de cloreto, inibindo a atividade neuronal. 

  Recentemente, Li et al. (2012) verificaram que o óleo essencial de própolis, 

cujos terpenos são os componentes principais, reverteu o comportamento 

ansiogênico em camundongos, e não apresentou efeito sobre a atividade 

locomotora, vindo corroborar com os resultados obtidos neste estudo. Estes efeitos 

foram acompanhados com a redução dos níveis plasmáticos de cortisol (CORT), 

hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) e de MDA, com aumento da atividade da 
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enzima SOD. Estes resultados sugerem que os efeitos terapêuticos do óleo de 

própolis sobre a ansiedade ocorrem através do antagonismo da hiperatividade do 

eixo hipotalâmico-hipofisário-suprarrenal e pela estimulação da capacidade 

antioxidante no tecido cerebral. 

  Como a comorbidade entre ansiedade e depressão é uma questão notável 

em distúrbios do comportamento humano (ESTANISLAU et al. 2011), é de grande 

relevância a avaliação da atividade do tipo antidepressiva do EEPA. 

  O teste do nado forçado é um modelo experimental bem estabelecido para o 

estudo do comportamento do tipo depressivo em roedores. O tempo de imobilidade 

é utilizado como um índice do comportamento depressivo, e pode ser reduzido por 

tratamento com antidepressivos (ESTANISLAU et al. 2011). 

  No teste do nado forçado observou-se diminuição do tempo de imobilidade 

nos grupos tratados com EEPA em todas as doses testadas. Estes resultados 

indicam atividade do tipo antidepressiva do EEPA. 

  Para avaliação da atividade locomotora foi utilizado o parâmetro de tempo de 

nado. Os resultados demonstraram que a atividade motora dos animais estava 

preservada. 

  O EEPA apresentou atividade antidepressiva em doses a partir de 1 mg/kg, 

enquanto Reis et al. (2014) observaram atividade antidepressiva do extrato oleoso 

de própolis a partir da dose de 10 mg/kg. 

  Lee et al. (2013) verificaram resultados similares ao investigar a atividade 

antidepressiva de extrato etanólico de própolis, com decréscimo dose-dependente 

no tempo de imobilidade no teste de nado forçado, sem alterar a atividade motora. 

Análise em western blot revelou uma redução no receptor de glicocorticóide (GR) no 

hipocampo após o teste, que foi revertida pelo extrato de própolis, um dos 
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mecanismos terapêuticos de antidepressivos. Outros trabalhos reforçam o efeito 

ansiolítico do óleo essencial de própolis por meio da modulação do eixo 

hipotalâmico-hipofisário-suprarrenal (LI et al. 2012; ORSATTI & SFORCIN, 2012). 

Altos níveis de glicocorticóides em pacientes com depressão são comumente 

atribuídos à desregulação do eixo hipotalâmico-hipofisário-suprarrenal, 

possivelmente causada por redução na função do GR no hipocampo, hipotálamo e 

hipófise (REUL et al. 1987; TWARDOWSKA & RYBAKOWSKI, 1996; CUBAŁA & 

LANDOWSKI, 2006). Além disso, vários estudos têm demonstrado que os 

antidepressivos aumentam a expressão de GR, restaurando sua função e, assim, 

aliviam os sintomas depressivos (SECKL & FINK, 1992; MCQUADE & YOUNG, 

2000; ANACKER et al. 2011). 

  As evidências experimentais e clínicas sustentam a hipótese monoaminérgica 

da depressão, na qual se afirma que o principal processo neuroquímico nesta 

desordem é a disfunção da neurotransmissão monoaminérgica com uma diminuição 

nas concentrações extracelulares de noradrenalina e/ou serotonina 

(SCHILDKRAUT, 1995), assim como estudos experimentais indicam que a 

hipofunção do sistema noradrenérgico está implicada na patofisiologia da 

depressão. Existe evidência para a participação de receptores α1, α2 e β 

adrenérgicos no mecanismo de ação dos agentes antidepressivos (PAPP et al. 

1994; LEONARD, 1997; HARKIN et al. 2000; MILLAN, 2004; WAARDE et al. 2004; 

DELL'OSSO et al. 2011). Por outro lado, tem sido documentado que os neurônios 

dopaminérgicos originários na área tegmental ventral que projetam seus nervos 

terminais em diferentes áreas telencefálicas, incluindo o córtex pré-frontal e o núcleo 

accumbens, estão envolvidos no controle do comportamento relacionado com 

recompensa e incentivo/motivação, que são prejudicados na depressão. 
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Tratamentos antidepressivos crônicos potencializam a transmissão de dopamina, e 

esta potencialização resulta de um aumento da sensibilidade dos receptores pós-

sinápticos de dopamina (D'AQUILA  et al. 2000; HOPWOOD et al. 2001). 

  Linalol e β-pineno são dois monoterpenos voláteis que possuem atividade do 

tipo antidepressiva (GUTIÉRREZ et al. 2012; COELHO et al. 2013). Gutiérrez et al. 

(2015) verificaram que estes monoterpenos produzem efeito antidepressivo através 

da interação com o sistema monoaminérgico, especificamente através da via 

serotoninérgica, sugerindo que atuam como agonistas dos receptores 5-HT1A pós-

sinápticos. Por outro lado, os receptores α2-adrenérgicos estariam envolvidos no 

mecanismo antidepressivo de linalol, que agiria, em parte, pela modulação da 

função adrenérgica. A atividade antidepressiva do β-pineno se deve parcialmente à 

sua ação sobre os receptores β-adrenérgicos. Além disso, β-pineno interage com os 

sistemas dopaminérgicos através de receptores D1. 

  Sintomas cognitivos, tais como déficits nas funções da memória executiva e 

declarativa, tem sido associados à depressão (KONRAD et al. 2015). 

  O modelo de esquiva inibitória é um dos protocolos mais utilizados em relação 

aos testes de memória e aprendizado e consiste em inibir a exploração do ambiente 

pelo animal através da aplicação de choque elétrico. A diferença de tempo de 

descida dos ratos entre as sessões treino (descida da plataforma e choque) e teste 

(descida), corresponde à retenção na memória/aprendizado dos ratos quanto ao 

estímulo inibitório (IZQUIERDO & MEDINA, 1997). 

  Os animais tratados com EEPA na dose de 30 mg/Kg apresentaram aumento 

no tempo de descida quando comparado ao grupo controle e CAF, indicando 

atividade mnemônica nesta dose. 
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  Efeitos sobre o comprometimento cognitivo (aprendizagem e memória) 

também foram demonstrados por Chen et al. (2008) com atenuação na amnésia 

induzida por escopolamina em ratos, após tratamento com um derivado de própolis 

solúvel em água. Além disso, observaram o efeito sobre a atividade da 

acetilcolinesterase, no córtex cerebral e no hipocampo. Como resultado, o derivado 

da própolis inibiu significativamente a atividade da acetilcolinesterase no hipocampo 

de ratos tratados com escopolamina.  

  Estudos neuroquímicos sugerem que a ACh no neocórtex e no hipocampo 

influenciam principalmente as funções superiores do cérebro, tais como 

aprendizagem e memória (FRANCIS et al., 1993). Atualmente, os fármacos usados 

no tratamento da doença de Alzheimer são inibidores da acetilcolinesterase, uma 

molécula presente na sinapse que cliva rapidamente ACh e impede sinalização 

neuronal. Desta forma, os inibidores da acetilcolinesterase aumentam a 

disponibilidade de ACh em sinapses colinérgicas (CUTLER & SRAMEK, 2001; 

KANG et al., 2005). 

  Foram também avaliados os níveis de NO, MDA, a atividade das enzimas 

antioxidantes CAT e SOD e a capacidade antioxidante total, em amostras 

sanguíneas, como possíveis mecanismos subjacentes às suas ações no SNC. 

  Os resultados obtidos após tratamento agudo com EEPA nas doses de 1, 3, 

10 e 30 mg/Kg, mostraram um aumento significativo dos níveis de NO nos animais 

do grupo EC, quando comparados ao grupo basal, porém o tratamento com EEPA 

reverteu esse aumento, de forma dose-dependente. 

  Liu et al. (2008) investigaram o efeito neuroprotetor in vivo da pinocembrina, 

um dos flavonóides presentes em maior concentração na própolis, utilizando um 
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modelo de oclusão da artéria cerebral média e reperfusão em ratos. A produção de 

NO foi avaliada e o tratamento com pinocembrina reduziu a produção de NO.  

  ERNs, representadas por radicais como NO, NO2, ONOO- contribuem para os 

mecanismos pró-oxidantes e dano neuronal (HALLIWELL, 2009). O glutamato 

estimula a produção de grandes quantidades de NO e produz o radical livre O2
•-

dentro da mitocôndria (HAEFLIGER et al. 1999). O NO reage com o O2
•- para formar 

o ONOO-, o qual, em seguida, aciona a morte celular por apoptose (BONFOCO et 

al. 1995). Lipton et al. (1993) sugerem que a ação neurotóxica do NO deriva das 

suas reações com O2
•- para formar ONOO-, o qual pode ser o agente neurotóxico. 

  Os resultados demonstram um aumento significativo dos níveis de MDA nos 

animais do grupo EC, quando comparados ao grupo basal, animais que não 

passaram por testes comportamentais. O tratamento com EEPA, em todas as doses, 

reverteu esse aumento. 

  A mesma redução foi observada por Li et al. (2012) com o óleo essencial de 

própolis, porém a partir da dose de 100 mg/Kg. Estudos anteriores demonstraram 

que o óleo essencial de própolis reduziu os níveis plasmáticos de MDA e inibiu a 

peroxidação lipídica (ATUNGULU et al. 2007; ATUNGULU et al. 2008). 

Monoterpenos, tais como (-)-mirtenol, têm demonstrado possuir atividade 

antioxidante in vitro, impedindo a peroxidação lipídica e remoção das concentrações 

de íons NO2
- e radicais OH• (MOREIRA et al. 2102). 

  Um dos principais efeitos tóxicos do estresse oxidativo é a lesão das 

membranas celulares através do processo de peroxidação lipídica, que altera a 

fluidez e a forma da membrana. Além disso, causa a interrupção do transporte de 

cálcio, que é essencial para a sinalização intracelular. Peróxidos lipídicos também 
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podem danificar o DNA e as proteínas, sendo o MDA o produto final do processo de 

peroxidação (MAGDER, 2006; VALKO et al. 2007). 

  Danos neuronais originados em eventos agudos, tais como isquemia ou 

traumatismo, e em doenças neurodegenerativas crônicas, tais como doença de 

Alzheimer, doença de Parkinson e doença de Huntington, têm sido largamente 

descritos ocorrendo através da apoptose. Este processo envolve a ativação de uma 

cascata de caspases, que pode ser desencadeada por vias extrínsecas ou 

intrínsecas, esta última em grande parte envolvendo disfunção mitocondrial e a 

liberação de proteínas pró-apoptóticas. Além disso, a apoptose tem sido relacionada 

ao estresse oxidativo através do aumento da produção de EROs (CARDOSO et al. 

2011). Um aumento do nível de EROs danifica as membranas celulares e outras 

estruturas celulares, perturba a função mitocondrial e conduz à liberação de 

citocromo C mitocondrial e ativação de vias apoptóticas (MENG et al. 2014). 

  Em relação a atividade das enzimas antioxidantes CAT e SOD observou-se 

que os animais submetidos ao EC apresentaram diminuição da atividade da CAT e 

da SOD quando comparados ao grupo basal, o que não foi alterado pela 

administração do EEPA, em nenhuma das doses. Porém, os resultados obtidos 

quanto à capacidade antioxidante total demonstram que os animais submetidos ao 

EC apresentaram o nível de TEAC aumentado quando comparados ao grupo basal, 

e que o EEPA não reduziu os níveis de antioxidantes totais induzidos pelo EC, pois 

os grupos tratados com EEPA apresentaram níveis de TEAC similares aos do grupo 

EC. 

  A partir destes dados, pode-se sugerir que o EEPA tem efeito antioxidante in 

vivo, com envolvimento de outras enzimas ou através de mecanismos não 

enzimáticos, uma vez que não modificou a atividade de enzimas antioxidantes CAT 



91 
 

e SOD, porém reduziu a produção de espécies reativas no plasma, como o NO, e a 

peroxidação lipídica cujo produto principal é o MDA, sem alterar a capacidade 

antioxidante total. Sendo possível o envolvimento de antioxidantes não enzimáticos 

como a GSH, vitamina E, vitamina C e ácido lipóico, ou outras enzimas como GPx, 

glutationa-S-transferase e glicose-6-fosfato-desidrogenase. 

  Aumento dos níveis de GSH após tratamento com própolis foi observado por 

Fonseca e colaboradores (2011) na pele de ratos submetidos a radiação UV. 

Aumento de GSH, em ratos tratados com própolis, também foi observado por 

Baykara et al. (2015), além de aumento dos níveis de GPx, CAT e SOD, e redução 

de MDA. 

  Resultado semelhante foi mostrado por Reis et al. (2014) que demonstraram 

a ação antioxidante do extrato oleoso de própolis, através da redução dos níveis de 

NO, sem alterar a capacidade antioxidante total em ratos expostos ao estresse 

comportamental. 

  Embora várias opções de tratamento estejam disponíveis para os transtornos 

depressivos, de ansiedade e cognição, existe uma necessidade de novas drogas 

com melhor tolerabilidade e eficácia. Desta forma, estes resultados sugerem que a 

própolis amarela surge como um potencial fármaco para o tratamento das desordens 

do SNC, visto que demonstrou atividade mais acentuada do que outros tipos de 

extrato de própolis (extrato oleoso) avaliados em trabalhos anteriores realizados em 

nosso laboratório. 
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6 CONCLUSÃO 

 

  Considerando os resultados obtidos no estudo, conclui-se que o EEPA 

apresentou efeitos neurocomportamentais, tais como ansiolíticos e antidepressivos, 

a partir da dose de 1 mg/Kg, e efeitos cognitivos em dose mais elevada, a partir de 

30 mg/Kg, sem causar sedação. Sugere-se como um dos prováveis mecanismos 

para seus efeitos centrais, a atividade antioxidante, demonstrada pela redução da 

produção de espécies reativas no plasma, como o NO, e da peroxidação lipídica 

com a redução do MDA. 

  Como perspectivas futuras, são necessários estudos adicionais para avaliar 

as vias de sinalização que podem estar alteradas e que poderiam explicar as 

respostas comportamentais encontradas, bem como a identificação de possíveis 

efeitos tóxicos. Além disso, investigar se existe perda neuronal e se estão presentes 

fatores apoptóticos e/ou necróticos que possam justificar os resultados observados 

neste estudo. 
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