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RESUMO

A epilepsia € um distarbio neuroldgico que atinge aproximadamente 1% da populacdo
mundial e que pode levar a déficit cognitivo, disfuncdo neuronal, problemas comportamentais
e sociais. Essa doenca é capaz de gerar crises convulsivas recorrentes, onde atualmente 30 a
40% de todos os pacientes nao respondem a nenhum tipo de terapia. Estudos prévios
demonstram que a convulsdo esta relacionada positivamente com vias inflamatorias e pro-
oxidantes, podendo ser tanto a causa como a consequéncia. A propolis vermelha proveniente
de colmeias localizadas nos caules dos arbustos de manguezais situados no Nordeste do Brasil
é rica em flavonoides com atividades anti-inflamatoria e antioxidante comprovadas. Pesquisas
anteriores comprovaram a atividade neuroprotetora do extrato hidroalcodlico da propolis
vermelha (EHPV). O objetivo deste trabalho foi estudar o potencial neuroprotetor e
anticonvulsivante do EHPV em camundongos submetidos aos modelos de convulséo
induzidos por pilocarpina (PILO) e pentilenotetrazol (PTZ). Camundongos Swiss machos
(20-29g) foram pré-tratados com o EHPV (10 e 100 mg/kg, ip., n= 8) em tratamento com
doses repetidas por 7 dias. Meia hora apds a ultima dose de EHPV foram induzidas as
convulsdes nos animais através da administracdo de PILO 400 mg/kg, i.p. ou PTZ 85 mg/kg
i.p. Na analise comportamental foram avaliados os parametros: laténcia de primeira
convulsdo, intervalo entre a primeira convulsdo e a morte e laténcia de morte. Apds os testes,
as areas cerebrais: cortex pré-frontal, hipocampo e corpo estriado foram dissecadas. Foram
mensurados parametros de estresse oxidativo: malondialdeido, nitrito e glutationa reduzida
(GSH) e foi realizada a dosagem de IL-1p. O projeto foi aprovado no Comité de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceard (UFC) protocolado sob o CEUA n°
1057050220. Os resultados demonstraram que o EHPV nas duas doses testadas, 10 e 100
mg/kg foi capaz de aumentar significativamente os parametros comportamentais: laténcia de
primeira convulsdo, intervalo entre a primeira convulsdo e a morte e laténcia de morte nos
animais submetidos aos dois modelos de convulsdo (PTZ e PILO) avaliados nesse estudo.
Além disso, o EHPV 10 e 100 mg/kg, reduziu significativamente a peroxidacéo lipidica e os
niveis de nitrito, bem como foi capaz de aumentar de forma consideravel os niveis de
glutationa reduzida nas trés areas cerebrais estudadas, nos animais submetidos aos modelos de
convulsdo induzidos por PTZ e PILO. Na avaliacdo da atividade anti-inflamatéria, o EHPV
diminuiu consideravelmente os niveis de IL-1B no hipocampo dos animais que receberam
injecOes dos agentes indutores de convulsbes, PTZ e PILO. Espera-se que esses dados
ampliem as informacgdes sobre o papel da inflamacdo e do estresse oxidativo nas crises
convulsivas e sobre o papel anticonvulsivante e neuroproteor do EHPV. Os resultados obtidos
nesse estudo poderdo abrir perspectivas para o desenvolvimento de abordagens
farmacoterapéuticas novas e efetivas para a epilepsia e sobre possiveis mecanismos de acédo
do EHPV e de seus constituintes.

Palavras-chave: Eplepsia. Prépolis vermelha Brasileira. Inflamagéo.



ABSTRACT

STUDY OF THE NEUROPROTECTIVE EFFECTS OF THE RED PROPOLIS
HYDROALCOHOLIC EXTRACT ON CHEMICALLY INDUCED CONVULSION
MODELS IN MICE

Epilepsy is a neurological disorder that affects approximately 1% of the world population and
can lead to cognitive deficit, neuronal dysfunction, behavioral and social problems. This
disease is capable of generating recurrent seizures, where currently 30 to 40% of all patients
do not respond to any type of therapy. Previous studies have shown that the seizure is
positively related to inflammatory and pro-oxidant pathways, which can be both the cause and
the consequence. Red propolis from hives located on the stems of mangrove shrubs located in
Northeastern Brazil is rich in flavonoids with proven anti-inflammatory and antioxidant
activities. Previous research has proven the neuroprotective activity of the hydroalcoholic
extract of red propolis (EHPV). The objective of this work was to study the neuroprotective
and anticonvulsant potential of EHPV in mice submitted to the seizure models induced by
pilocarpine (PILO) and pentylenetetrazole (PTZ). Male Swiss mice (20-29g) were pre-treated
with EHPV (10 and 100 mg / kg, ip., N = 8) in repeated dose treatment for 7 days. Half an
hour after the last dose of EHPV, seizures were induced in the animals by administering PILO
400 mg / kg, i.p. or PTZ 85 mg / kg i.p. In the behavioral analysis, the parameters were
evaluated: first seizure latency, interval between the first seizure and death and death latency.
After the tests, the brain areas: prefrontal cortex, hippocampus and striatum were dissected.
Oxidative stress parameters were measured: malondialdehyde, nitrite and reduced glutathione
(GSH) and IL-1B was measured. The project was approved by the Animal Use Ethics
Committee (CEUA) of the Federal University of Ceard (UFC) filed under CEUA n°
1057050220. The results showed that the EHPV in the two tested doses, 10 and 100 mg / kg
was able to significantly increase behavioral parameters: first seizure latency, interval
between first seizure and death and death latency in animals submitted to the two seizure
models (PTZ and PILO) evaluated in this study. In addition, EHPV 10 and 100 mg / kg,
significantly reduced lipid peroxidation and nitrite levels, as well as being able to
considerably increase the levels of reduced glutathione in the three brain areas studied, in
animals submitted to seizure models. induced by PTZ and PILO. In assessing anti-
inflammatory activity, EHPV considerably decreased the levels of IL-1p in the hippocampus
of animals that received injections of seizure-inducing agents, PTZ and PILO. These data are
expected to expand information on the role of inflammation and oxidative stress in seizures
and on the anticonvulsant and neuroprotective role of EHPV. The results obtained in this
study may open perspectives for the development of new and effective pharmacotherapeutic
approaches for epilepsy and about possible mechanisms of action of EHPV and its
constituents.

Keywords: Eplepsy. Brazilian red propolis. Inflammation.
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17

1 INTRODUCAO

1.1 Epilepsia e convulséo

A epilepsia é um disturbio neuroldgico cronico com quadro clinico caracterizado
por crises convulsivas recorrentes, principalmente imprevisiveis (FISHER et al., 2017). Essa
doenca afeta aproximadamente 50 milhdes de pessoas em todo o mundo (prevaléncia: 0,5%),
representando um grande transtorno para os préprios pacientes, bem como para seus
cuidadores e parentes (WILLEMS et al., 2018; WILLEMS et al., 2018a; VOS et al., 2016;
RIECHMANN et al., 2015; RIECHMANN et al., 2019).

As crises convulsivas consistem em alteracdes paroxisticas anormais na atividade
elétrica dos neurdnios e estdo, geralmente, relacionadas a um desequilibrio nas redes cerebrais
excitatorias e inibitorias (GOLDBERG et al., 2013). As células da glia também desempenham
um papel importante na geracdo de processos convulsivos, uma vez que elas sdo responsaveis
por modular a funcdo neural, restaurando a homeostase dos ions, bem como dos
neurotransmissores glutamato e acido gama-aminobutirico (GABA). (ROBEL et al., 2015)

Muitas outras causas subjacentes a disfuncédo cerebral podem levar a ocorréncia de
convulsdes e ao desenvolvimento de epilepsia, como malformagdes cerebrais, infec¢des do
sistema nervoso central (SNC), trauma, acidente vascular cerebral e mutacdes genéticas.
Entratanto, em muitos pacientes a causa da epilepsia ainda permanece ndo identificada.
(SCHEFFER et al., 2017)

As crises convulsivas podem ser classificadas de acordo a etiologia, a idade de
inicio e a topografia cerebral em que ocorrem as descargas, baseando-se, por exemplo, nas
manifestacdes clinicas e eletroencefalicas. Até recentemente, a classificacdo mais utilizada
ainda era a de 1989 proposta pela Liga Internacional Contra Epilepsia (ILAE — International
League Against Epilepsy) que divide as crises em parciais e generalizadas. As crises séo
consideradas parciais quando as descargas neuronais comecam em regifes corticais
localizadas, podendo generalizar-se, e sdo consideradas generalizadas quando iniciam em
ambos os hemisférios cerebrais (COMISSION, 1989; GUILHOTO et al., 2011).

Em 2017, a ILAE propds uma classificacdo operacional (pratica) revisada dos
tipos de crises convulsivas representada em esquemas simplificado (figura 1) e expandido
(Figura 2). O objetivo principal da nova classificacdo € reconhecer que alguns tipos de crises
podem ter um inicio focal ou generalizado e, desta forma, permitir a classificacdo da crise

quando o inicio dela n&o é observado (FISHER et al., 2017).



Figura 1 — Classificagdo dos Tipos de Crises da ILAE 2017: Esquema simplificado.
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Figura 2 — Classificacdo dos Tipos de Crises da ILAE 2017: Esquema expandido.

-
Inicio focal Inicio generalizado Inicio desconhecido
\
>
Perceptivas | Disperceptivas ] Motoras \ f \
\ tonico-clonicas
clonicas Motoras
ﬁnicio motor \ :i“‘:;?nhs tonico-clonicas
automatismos : e espasmos epilépticos
RS S mioclono-tonico-clonicas i
alt?n.u:as mioclono-atdnicas Nao-Motoras
clonicas a_o
., 5o atonicas
espasmos epilépticos? s ol parada comportamental
hipercinéticas 7 R e
mioclénicas N:?c.)-Motoras (auséncias)
tdnicas picas
eiv. atipicas \ j
Inicio nao motor mioclénicas
autondmicas \mioclonias palpebrais j -
parada comportamental
cognitivas ~ ope 2
T N3o classificadas
sensoriais y

Focal para tonico-clonica bilateral

1Definigdes, outros tipos de crises e descritores sio listados no artigo e glossario de termos
\ 2 Estas podem ser focais ou generalizadas, com ou sem alteragido da perceptividade

3 Por informag3o inadequada ou impossibilidade de inserir nas outras categorias

Fonte: adaptado de Fisher et al., (2017).



19

A classificacdo de 2017 baseia-se na classificacdo de 1981 que foi estendida em
2010. Nessa nova classificagcdo operacional ocorreram as seguintes alteracfes: (1) as crises
“parciais” passaram a ser denominadas de crises focais; (2) 0 nivel de consciéncia passou a
ser utilizado como um classificador de convulsdes focais; (3) alguns termos, como “parcial
simples”, “parcial complexo” e “generalizacdo secundaria” foram eliminados; (4) novos tipos
de crises focais incluem as subclassificacOes: automatismos, parada de comportamento,
hipercinético, autonémico, cognitivo e emocional; (5) espasmos atdnicos, clénicos,
miocl6nicos e convulsdes tonicas podem ser de inicio focal ou generalizado; (6) convulsao
tonico-clonica focal bilateral passou a substituir a convulsdo generalizada secundaria; (7)
foram incluidos os novos tipos de crises generalizadas: auséncia com mioclonia palpebral,
auséncia mioclénica, mioclénico-atonica, mioclénico-ténico-clénica; (8) as convulsdes de
inicio desconhecido podem apresentar caracteristicas que podem ainda ser classificadas. Essa
nova classificagdo ndo representa uma mudanga fundamental, mas permite maior flexibilidade
e transparéncia na caracterizacdo dos tipos de crises (FISHER et al., 2017).

A fisiopatologia da epilepsia tem sido amplamente investigada, resultando na
identificacdo de diversas alteracbes moleculares e celulares que ocorrem no cérebro apés
lesGes cerebrais agudas em modelos animais de convulsdo e epilepsia (DEVINSKYETAL et
al., 2018). Esses estudos pré-clinicos tém revelado alteracBes moleculares comuns na
epilepsia desencadeada por causas diferentes, como acidente vascular cerebral, neurotrauma,
convulsdo febril e ndo-febril, dentre outros, que contribuem para o tratamento da epilepsia e,
dessa forma, representam potenciais alvos para o desenvolvimento de novos medicamentos e
para o redirecionamento de farmacos. (TERRONE et al., 2020).

A incidéncia de epilepsia na populacdo ocidental é de 1 caso para cada 2.000
pessoas ao ano. A incidéncia da doenca € maior no primeiro ano de vida e aumenta novamente
apos os 60 anos de idade. A probabilidade de um individuo desenvolver epilepsia ao longo da
vida é decerca de 10 %, sendo que metade dos casos ocorrerd durante a infancia ou
adolescéncia (SILVA et al., 2013).

Estima-se que em cerca de 30 a 40% dos pacientes diagnosticados com epilepsia
no mundo, as convulsdes ndo podem ser controladas adequadamente com medicamentos
antiepiléticos, ou seja, esses individuos possuem epilepsia resistente & medicamentos. (JOBST
etal., 2015; ENGEL et al., 2018).

Os modelos experimentais de convulsdo realizados em ensaios pré-clinicos com
ratos ou camundongos reproduzem alteragdes comportamentais e eletroencefalogréficas que

sdo semelhantes as que ocorrem na epilepsia em humanos. Esses modelos séo utilizados com
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a finalidade de estudar o envolvimento dos sistemas de neurotransmissores como
moduladores da epileptogénese. Além disso, esses modelos experimentais permitem avaliar as
alteracdes comportamentais, histopatoldgicas, e outros dados neuroquimicos relacionados ao
processo convulsivo (CAVALHEIRO et al., 1994, MARINHO et al., 1997; MARINHO et al.,
1998).

1.2 Sistemas de neurotransmissao e o processo convulsivo

1.2.1 Neurotransmissdo GABAérgica

O acido y-aminobutirico (GABA) é o principal neurotransmissor inibitorio do
sistema nervoso central (encéfalo e medula espinhal) de vertebrados. E sintetizado a partir do
aminoacido L-glutamato pela acdo da enzima glutamato descarboxilase (GAD) que é
encontrada apenas em neur6nios que sintetizam este neurotransmissor no cérebro. O GABA,
apos ser sintetizado é armazenado dentro de vesiculas e, quando liberado na fenda sinaptica,
ele se liga aos seus receptores causando hiperpolarizacdo, devido ao influxo de CI" ou ao
efluxo de K™ nos neur6nios pos-sinapticos (ROBERTS et al., 1976). Esse neurotransmissor
exerce um importante papel no sistema nervoso central, uma vez que atua na prevengéo da
excitacdo neuronal excessiva causada principalmente pelo glutamato (KANDEL et al., 2014).

O neurotransmissor GABA atua em trés tipos de receptores: GABAA e GABAc
que sdo classificados como receptores ionotrépicos e GABAB que é um receptor
metabotrépico. (RUBINSON; LANG, 2009). Os receptores GABAa e GABAc sdo canais
idnicos que permitem o influxo de ClI- levando a um processo de hiperpolarizacao localizada
na membrana neuronal, dificultando, dessa forma, a ocorréncia do potencial de acdo que é
necessario para a liberacdo de diversos neurotransmissores. O receptor GABAA possui uma
estrutura pentamérica formada por cinco subunidades, sendo duas o, duas B e uma subunidade
Y ou & (Figura 3). Varias substancias, agonistas ou antagonistas, se ligam em diferentes
regides deste receptor. Os receptores GABAg agem por meio da ativagao dos canais de K™,
através de segundos mensageiros gerando uma hiperpolarizagdo dos neurdnios pos-sinépticos.
Além disso, esses receptores, quando ativados, reduzem a condutancia de Ca?* (GOODMAN;
GILMAN, 2012).

Figura 3 — Estrutura do receptor GABAA.
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Fonte: Jacob et al., (2003).

Os receptores do tipo GABAAa possuem maior importancia devido ao seu papel
central na regulacdo da excitabilidade neuronal, através de seus efeitos inibitdrios. Além
disso, muitas drogas importantes, como 0s benzodiazepinicos (BDZ) apresentam diversos
efeitos relacionados com as funcdes deste receptor, tais como a sedacdo, a hipnose, a reducao
da ansiedade e da agitacdo psicomotora, a reducdo do tdnus muscular e da coordenacéo,
efeitos anticonvulsivantes, além de causar amnésia anterdgrada. Todos estes efeitos
promovidos pelos farmacos benzodiazepinicos acontecem por conta da potencializacdo da
resposta ao neurotransmissor GABA, uma vez que essa classe de farmacos é capaz de facilitar
a abertura dos canais de cloreto ativados pelo GABA. Os BDZ se ligam especificamente em
um sitio regulador do receptor GABAA, que € diferente do sitio ligante do neurotransmissor
GABA, e agem de modo alostérico aumentando a afinidade do GABA pelo receptor
(BOWERY, 1993).

Os neur6nios que contém em suas vesiculas o neurotransmissor GABA séo
considerados 0s principais neurdnios com ag&o inibitoria no cérebro e constituem a maior
parte dos interneuronios que formam o hipocampo (FUKUDA et al., 1997).

Vérios estudos demonstram a participacdo do sistema GABAérgico na
manutencdo e/ou propagagdo da epilepsia em humanos, sendo a diminuicdo da inibicdo

GABAeérgica e 0 aumento da excitacdo glutamatérgica alguns dos principais mecanismos
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envolvidos na geracdo de crises convulsivas. Quando a inibicdo ocasionada pela agdo do
GABA ndo é suficiente para controlar o aumento da excitagdo glutamatérgica, as descargas

avancam e dao origem as crises epilépticas espontaneas e recorrentes (KANDEL et al., 2014).

1.2.2 Neurotransmissédo colinérgica

A acetilcolina (ACh), sintetizada a partir da acetil coenzima A e colina, é um
neurotransmissor que atua em sinapses no sistema nervoso central (SNC), estando presente
em neurdnios do clrtex pré-frontal que se projetam para regides como neocoOrtex e
hipocampo. Além disso, esse neurotransmissor exerce fungdes em sinapses no sistema
nervoso periférico (SNP) e na juncdo neuromuscular (JNM). A ACh, seus receptores e as
enzimas envolvidas na sua sintese e degradacdo (Figura 4) constituem o sistema de
neurotransmissdo colinérgica (RUBINSON; LANG, 2009; BRUNEAU, AKAABOUNE,
2006).

Figura 4 - Sintese, liberacao, degradacdo e recaptacdo da ACh na fenda sinaptica.

Fonte: Disponivel em http://fisiofisioex.blogspot.com/2013/04/neuromuscular.html.

A ACh ¢ considerada um importante neurotransmissor excitatorio no cérebro
(NATHANSON et al., 1999; OLNEY et al., 1983; OLNEY et al.,1986). A estimulacdo do
SNC provocada pela ACh acontece por meio da ativacdo dos receptores colinérgicos no
cérebro, em que, praticamente 99% destes receptores sdo muscarinicos, e 1% sao nicotinicos

(PEPEU, 1983). Dessa forma, maior parte dos efeitos derivados da ativacdo colinérgica no
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cérebro é devido a estimulacdo dos receptores colinérgicos muscarinicos (RCM).

Técnicas de clonagem génica revelaram que existem cinco tipos de RCM, séo
eles: M1, M2, M3, M4, e M5 (BONNER et al., 1987; LIAO et al., 1989; NATHANSON et
al., 1999). Todos eles sdo receptores acoplados a proteina G (Figura 5), onde os receptores
M1, M3, e M5 exercem seus efeitos por meio da via do fosfato de inositol, enquanto os
receptores M2 e M4 atuam inibindo a adenilato ciclase e reduzindo, dessa forma, 0 AMPc
intracelular (HULME et al., 1990).

Figura 5 — Receptores colinérgicos muscarinicos.
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Fonte: Wess et al., (2007).

Alguns estudos demonstram que a ACh pode estar envolvida na fisiopatologia da
epilepsia. Isso ocorre devido & excitagdo colinérgica muscarinica no cérebro, por conta do
favorecimento do influxo de ions sodio e calcio nos neurbnios pela acdo deste
neurotransmissor, causando uma despolarizacdo da membrana celular que é importante para a
ocorréncia da epileptogénese (BENARDO; PRINCE, 1982).
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1.3 Modelos experimentais de convulsédo

Os modelos experimentais de convulsdo em animais conseguem reproduzir
caracteristicas da epilepsia humana. A maior parte do conhecimento sobre epilepsia e processo
convulsivo adquirido por meio de estudos foi por conta da utilizagdo de modelos animais.
Dessa forma, esses modelos sdo considerados uma importante ferramenta de pesquisa
(GRONE; BARABAN, 2015).

Os modelos pré-clinicos possibilitam a triagem de drogas antiepilépticas (WHITE,
1997), auxiliando, também, no conhecimento sobre 0os mecanismos que estdo envolvidos na
origem e na manutengdo das crises convulsivas. De um modo geral, a escolha do modelo
experimental e as drogas a serem estudadas sao dois pontos importantes a serem considerados
em estudos desta natureza (LIMA, 2011).

Nos modelos experimentais de convulsdo, os animais mais utilizados s&o os
murinos (camundongos e ratos), uma vez que apresentam varias vantagens que vao desde as
anatdmicas até as econdmicas. O modelo pré-clinico de convulsdo é considerado eficaz
guando o padrdo de atividade eletroencefalografica (EEG) gerado no experimento apresenta
semelhancas com o padrdo observado na condigdo humana. Além disso, as alteracfes do
comportamento animal geradas no modelo devem ser semelhantes as alteracGes
comportamentais observadas no ser humano e devem responder aos medicamentos
anticonvulsivantes com mecanismo de acdo semelhante.

Existem diversos modelos pré-clinicos de inducdo de convulsdo em animais que
interferem em diversos sistemas de neurotransmissdo que estdo envolvidos na ocorréncia do
processo convulsivo, como o sistema colinérgico, o sistema gabaérgico, 0 sistema
glutamatérgico, e o sistema glicinérgico (LIMA.,2011).

Um dos modelos experimentais de convulsdo mais utilizados € o modelo induzido
por pentilenotetrazol (PTZ). Este agente convulsivante é um antagonista competitivo dos
receptores GABAA e atua reduzindo a acdo inibitoria do GABA no sistema nervoso central
(MACDONALD; BARKER, 1977; HUANG et al., 2001). Além disso, ja foi demonstrado
que o PTZ também modula a via glutamatérgica, por meio da ativacdo de receptores NMDA
gue aumenta a excitotoxicidade neuronal contribuindo, desta forma, para a geracdo de crises
convulsivas (LOSCHER et al., 1991).

InjecBes intraperitoneais de PTZ em animais induzem comportamentos
estereotipados que comegam com movimentos orofaciais e finalizam em convulsdes clonicas.

Este modelo foi desenvolvido hd mais de 60 anos e é utilizado até os dias atuais para a
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triagem de drogas anticonvulsivantes (SHORVON, 2009; LOSHER; SCHMIDT, 2011).

A pilocarpina (PILO) é um agonista colinérgico de receptores muscarinicos que é
encontrada nas folhas do jaborandi (Pilocarpus jaborandi), uma planta da flora brasileira que
é conhecida por ser a unica fonte comercial de extracdo deste alcaldide (ABREU et al., 2007;
GlL et al., 2001).

O modelo experimental de convulsdo induzido por PILO é caracterizado pela
administracdo de altas doses desse alcaloide que pode induzir crises convulsivas ou status
epilépticus completo em animais (CHO et al., 2015). Estudos classicos demonstram que a
ativacdo exacerbada da transmissdo colinérgica pela pilocarpina modula inicialmente a via
glutamatérgica, ativando neurdnios excitatorios e gerando o processo convulsivo (TURSKI et
al., 1989; CAVALHEIRO et al., 1994).

O modelo agudo de convulsao induzido pela administracdo de pilocarpina (300 a
400 mg/kg) mimetiza em animais o comportamento convulsivo em humanos. Apo6s a
administracdo desse alcaloide ocorrem sinais e sintomas caracteristicos, como tremores,
automatismos  faciais, irregularidades na  coordenacdo  muscular,  alteracGes
eletroencefalograficas e lesdes graves em diversas areas cerebrais, principalmente no
hipocampo (TURSKI et al., 1983; LEITE et al., 1990; BELISSIMO et al., 2001).

1.4 Processo convulsivo e Estresse Oxidativo

A hiperexcitabilidade neuronal e a lesdo oxidativa produzida por uma producéao
excessiva de radicais livres podem desempenhar um papel importante na epilepsia, uma vez
que o cérebro é particularmente suscetivel ao estresse oxidativo, sendo o 6rgdo mais
aerobicamente ativo do corpo devido as suas altas demandas metabolicas (GERONZI et al.,
2018).

O cérebro humano consome 20% do or¢camento total de oxigénio basal para apoiar
a atividade neuronal intensiva de ATP. Entre 0s motivos que o0 cérebro € bastante suscetivel ao
estresse oxidativo estdo os enriquecimentos lipidicos insaturados, presenca de muitas
mitocdndrias, calcio, glutamato, defesa antioxidante modesta, metais de transigcdo ativos redox
e auto-oxidacgéo de neurotransmissores (COBLEY et al., 2018).

Sabe-se que alteracdes metabolicas, incluindo a producdo de espécies reativas,
resultam de convulsdes prolongadas e também podem contribuir para o desenvolvimento da
epilepsia (PEARSON-SMITH et al., 2017). Acredita-se que a epilepsia esteja associada a
excitotoxicidade do glutamato e disfuncdo mitocondrial. A excitotoxicidade do glutamato
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contribui significativamente para a producdo de espécies reativas de nitrogénio que causam
estresse nitrosativo. Uma diminuigdo na sintese de adenosina trifosfato, que leva a formacéo
de radicais livres, esta associada a disfuncdo mitocondrial (VISHNOI et al., 2016).

O glutamato excessivo nas sinapses ativa os receptores NMDA e AMPA
correspondentes que facilitam o influxo excessivo de célcio nas células neuronais. Isso leva a
geracdo de estresse oxidativo que acarreta ainda a disfungdo mitocondrial, peroxidagéo
lipidica e oxidacgéo de proteinas e DNA. Como consequéncia, a morte celular neuronal ocorre
e, finalmente, as pessoas comecam a enfrentar algumas sérias deficiéncias (KHATRI et al.,
2018).

O oxido nitrico (NO) é um importante contribuinte do estresse nitro-oxidativo que
coexiste com neuroinflamacéo e epileptogénese (SHARMA et al., 2017). Ja foi demonstrado
que a neuroinflamacéo constitui um mecanismo crucial na fisiopatologia do cérebro epilético
(MERCADO-GOMEZ et al., 2018).

O NO demonstrou ser um mensageiro importante em muitos sistemas organicos
em todo o corpo e, particularmente, no SNC. A 0Oxido nitrico sintase (NOS) catalisa a
producdo de NO a partir de L-arginina, a concentracdo de NO é regulada pela atividade das
isoformas NOS: formas neurais (NNOS) e endoteliais (eNOS) e indutiveis (INOS) expressas
constitutivamente (GADEK-MICHALSKA et al., 2019). O o6xido nitrico gerado pelo nNOS
pode atuar como um neurotransmissor (GUIX et al., 2005). O NOS indutivel (iNOS), embora
raramente presente nas células, é expresso em varios tipos de células, principalmente em
micrdglias e astrocitos nas proximidades de elementos sinapticos e pode liberar NO e afetar a
transmissao sinaptica (AMITAI et al., 2010). Porém, quando produzido em excesso, 0 NO
pode induzir danos oxidativos e nitrosativos e é neurotoxico (ZLATKOVI¢ et al., 2013).

Esse comportamento do NO pode se tornar prejudicial quando reage com o anion
superdxido para formar peroxinitrito. Este composto pode se difundir facilmente através das
membranas neuronais, danificando lipidios, proteinas e acidos nucléicos. No caso das
proteinas, o peroxinitrito reage principalmente com o anel fendlico das tirosinas, formando
nitro-tirosinas que afeta as funcdes fisioldgicas das proteinas. A nitrotirosinagdo de proteinas €
um processo irreversivel que também resulta no acumulo de proteinas modificadas,
contribuindo para o inicio e a progressao de processos neurodegenerativos (PICON-PAGES et
al., 2019).

O NO influencia de forma relevante o neurotransmissor excitatério glutamato,
principalmente através dos receptores NMDA, e o neurotransmissor inibitério GABA,

especialmente através dos receptores GABA A. Devido ao envolvimento do glutamato e do
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GABA na homeostasia e funcionamento das células neuronais, essa interacdo sugere um papel
do NO na regulagdo da excitabilidade neuronal e sua transicdo para os fendmenos de
hiperexcitabilidade (FERRARO et al., 2004).

Como exposto, 0 estresse nitrosativo/oxidativo possui variados alvos biologicos e
os lipidios sdo uma das classes de biomoléculas mais envolvida nesse contexto. A oxidagao
lipidica d& origem a varios produtos secundarios e o malondialdeido (MDA) é o principal e
mais estudado produto da peroxidacédo de acidos graxos poliinsaturados (RIO et al., 2005). A
peroxidacdo lipidica pode ser descrita geralmente como um processo pelo qual oxidantes,
como radicais livres, atacam lipidios contendo ligacdes duplas carbono-carbono,
especialmente &cidos graxos poliinsaturados (AYALA et al., 2014).

O MDA é uma molécula altamente tdxica e deve ser considerado mais do que
apenas um marcador de peroxidacdo lipidica. Sua interacdo com o DNA e proteinas tem sido
frequentemente referida como potencialmente mutagénica e aterogénica (RIO et al., 2005).
Em condigdes toxicas resultantes de taxas de peroxidacao lipidica médias ou altas, a extensao
do dano oxidativo sobrecarrega a capacidade de reparo e as células induzem a morte celular
programada, levando a danos celulares e moleculares que podem facilitar o desenvolvimento
de diversos estados patolégicos, como a epilepsia (VOLINSKY et al., 2013).

Entre os muitos aldeidos que podem ser formados como produtos secundarios
durante a peroxidacéo lipidica 0 MDA parece ser o produto mais mutagénico da peroxidacao
lipidica e tem sido amplamente utilizado por muitos anos como um biomarcador conveniente
para a peroxidacdo lipidica dos acidos graxos devido a sua reacdo facil com o &cido
tiobarbitdrico (TBA) (AYALA et al., 2014).

Por outro lado, existem moléculas importantes na defesa antioxidante das células,
uma delas € a glutationa (GSH), que é um antioxidante enddgeno cujo seu desequilibrio redox
esta bastante envolvido em distdrbios cerebrais, o déficit enzimatico relacionado a GSH esta
envolvido na patologia do autismo, esquizofrenia, transtorno bipolar, doenca de Alzheimer,
doenca de Parkinson, epilepsia, entre outros (GU et al., 2015).

A GSH € o antioxidante mais abundante nas células aerdbicas, presente nas
concentragdes micromolares (microM) nos fluidos corporais e nas concentracfes milimolares
(mM) nos tecidos, sendo muito relevante para proteger o cérebro do estresse oxidativo,
atuando como eliminador de radicais livres e inibidor da peroxidagéo lipidica (OWEN et al.,
2010).

A diminuicdo de GSH pode levar a anormalidades no metabolismo da metilagéo e

na funcdo das mitocondrias. Alguns estudos mostraram que um déficit de GSH ocorre antes
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mesmo de anormalidades neuropatoldgicas nessas doengas (GU et al., 2015). O equilibrio
redox da glutationa mitocondrial tem importéncia central na resposta das mitocéndrias ao
dano oxidativo e sinalizacdo redox, onde a oxidacdo da glutationa (GSH) em dissulfeto de
glutationa (GSSG) e, com isso, a alteracdo na propor¢do GSH / GSSG fazem com que 0s tidis
proteicos alterem seu estado redox, permitindo que a funcdo da proteina responda
reversivelmente aos sinais redox e danos oxidativos (BEER et al., 2004).

Em outras palavras, a proporcao intracelular de GSH / GSSG geralmente é
mantida alta através da reducdo de GSSG para GSH pela glutationa redutase, permitindo que
0 GSH atue como antioxidante, porém, durante o estresse oxidativo ha a oxidagdo de GSH em
GSSG, onde os tidis de proteina respondem a diminuicdo da razdo GSH / GSSG através da
formacédo de dissulfetos mistos (JACOB et al., 2003).

A disfuncdo mitocondrial esta intimamente ligada ao estresse oxidativo e acredita-
se que seja importante em lesdes agudas e no desenvolvimento de epilepsia crénica adquirida
(YUEN et al., 2018). Dessa forma, aferir a concentragcdo de GSH em modelos experimentais
com drogas promissoras para tratamento de doencas do SNC, como na epilepsia, € uma
excelente maneira de avaliar a eficacia terapéutica potencial na manutencdo do potencial
redox celular (OWEN et al., 2010).

Por tudo que foi exposto, o estresse oxidativo pode ser considerado como um dos
mecanismos possiveis na patogénese da epilepsia ou um dos mecanismos contribuintes, uma
vez que, interrompendo gradualmente a homeostase intracelular, leva ao aumento da
excitabilidade neuronal, da suscetibilidade a convulsGes e a perda de células neuronais
(YUEN et al., 2018).

1.5 Processo convulsivo e Neuroinflamacéo

Nos Ultimos anos, diversas evidéncias vém sugerindo que a neuroinflamacéao
desempenha um papel vital na fisiopatologia da epilepsia. Nesse contexto, alguns estudos
apontam que a neuroinflamagdo é uma caracteristica patolégica comum da epilepsia resistente
a medicamentos, fornecendo, dessa forma, uma nova direcdo para o desenvolvimento de
novos farmacos e o redirecionamento de farmacos para o tratamento da epilepsia. (VEZZANI;
BALOSSO; RAVIZZA, 2019)

A neuroinflamacgdo é normalmente considerada uma interacdo especifica entre o
sistema imunolégico natural e o tecido cerebral prejudicado. A neuroinflamagdo é

caracterizada pela liberacdo de moléculas pré-inflamatorias por células presentes no cerebro.
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A liberacdo de fatores inflamatdrios por essas células € regulada pela producdo de moléculas
neuroativas, como o oOxido nitrico, prostaglandinas, neurotransmissores cl&ssicos e
neurotrofinas (VAN VLIET et al., 2018). Esse processo ocorre de forma semelhante em
modelos animais de convulsdo e epilepsia induzidos por estimulacao elétrica ou por farmacos
quimoconvulsivantes que apresentam uma resposta neuroinflamatoria em areas cerebrais
afetadas pela les@o priméria, principalmente no hipocampo. Essa resposta de inicio rapido (em
minutos) envolve a liberacdo de diversas moleculas inflamatorias, dentre elas, a IL-1B, por
células gliais ativadas, neurdnios e componentes celulares da barreira hematoencefalica, como
pericitos e células endoteliais (figura 6) (CHENG et al., 2018; MARCHI; LERNER-NATOLI,
2012; GIANNONI et al., 2018; VAN VLIET et al., 2018; KLEMENT et al., 2019).

Figura 6 — Principais células e mediadores inflamatdrios relacionados com 0 processo

convulsivo.
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Fonte: Van Vliet et al., (2018)

Os mecanismos pelos quais essas moléculas inflamatdrias contribuem para o

processo convulsivo como um todo estdo relacionados com os efeitos diretos na funcéo
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neuronal ou os efeitos indiretos mediados por alteragdes da fisiologia das células endoteliais e
gliais. Esses mecanismos representam vias ndo convencionais ativadas por mediadores
inflamatdrios no tecido doente que alteram a neurotransmissao e contribuem para 0 aumento
da excitabilidade e para a neuropatologia (TERRONE et al., 2020).

Dentre esses efeitos, a ativacdo exacerbada de células gliais (principalmente
microglia e astrocitos) é considerada uma caracteristica fundamental da neuroinflamacéo e foi
um dos primeiros achados morfolégicos bem descritos em pacientes com resisténcia aos
medicamentos anticonvulsivantes e em modelos animais de convulsdo e epilepsia (VAN
VLIET et al., 2018).

O aumento dos niveis de IL-1 esta diretamente relacionado com a exacerbacao de
varios tipos de crises convulsivas, incluindo a Sindrome de Epilepsia Relacionada a Infec¢édo
Febril (FIRES). Uma das primeiras evidéncias demonstrando que a sinalizacao de receptores
de IL-1B (IL-1R) contribui para a geragdo e intensificagdo de convulsivas foi fornecida por
estudos que mostraram que a injecdo intra-hipocampal de IL-1f aumentou de forma
significativa a atividade convulsiva aguda em roedores que receberam injecdes intracerebrais
de agentes quimioconvulsivantes. (VEZZANI et al., 2011)

Estudos realizados em animais demonstraram efeitos anticonvulsivantes e
antiepileptogénicos promissores de drogas que interferem diretamente com a atividade da IL-
1B, como 0 anakinra que € um antagonista do receptor de IL-1R, ou o0 canaquinumabe, um
anticorpo monoclonal que inativa a IL-1p3. (DILENA et al., 2019; KENNEY-JUNG et al.,
2016). Paralelamente a isso, ensaios clinicos utilizando esses mesmos anticorpos monoclonais
no tratamento de criangas diagnosticadas com FIRES, demonstraram que houve reducédo
significativa das convulsdes constantes nas fases aguda e crénica da doenca, enquanto outras
drogas anticonvulsivantes, dieta cetogénica ou corticosteroides foram ineficazes. Outro estudo
demonstrou que o anakinra reduziu convulsfes resistentes a medicamentos em adolescentes
com epilepsia associada a uma etiologia inflamatéria (DESENA; DO; SCHULERT, 2018;
JYONOUCHI; GENG, 2016).

A neuroinflamagdo foi identificada também, antes mesmo do inicio das crises
epilépticas, tanto no cérebro humano, (PRABOWO et al., 2012; PAULETTI, et al., 2017),
como em modelos animais de convulsdo. Além disso, a expressdéo de mediadores
inflamatdrios, como a IL-1B e marcadores de estresse oxidativo, como a enzima 0xido nitrico
sintase induzivel (iNOS) foram observados no hipocampo de pacientes que morreram de
status epilético. Os padrdes de expressdo dessas moléculas, tanto nos neurdnios, quanto nas

células gliais foram semelhantes aos dos modelos de status epilepticus induzidos em roedores.
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Essa evidéncia apoia o fato de que a neuroinflamagdo ndo é apenas uma consequéncia do
processo convulsivo, mas estd envolvida também na geracdo das convulsées (PAULETTI, et
al., 2017).

Além disso, a neuroinflamacao esta diretamente relacionada com a disfuncéo da
barreira hematoencefalica (VEZZANI et al., 2011a; FRIEDMAN; HEINEMANN, 2012). A
infiltracdo de células imunes periféricas através dessa barreira j& foi descrita no processo
convulsivo. Os macrofagos provenientes da circulagdo sanguinea sdo mais comumente
observados no cérebro durante o processo convulsivo (IYER et al., 2010; CHOI; KOH, 2008;
BAUER et al.,, 2017; BIEN et al., 2012). Somado a eles, os neutrofilos, mondcitos ou
linfocitos do sangue, que porventura venham a se infiltrar no espaco perivascular do cérebro
podem contribuir para a resposta neuroinflamatoria (BAUER et al., 2017; VARVEL et al.,
2016).

Os mondcitos que se infiltram no cérebro de camundongos apds a indugdo de
status epilepticus expressam niveis mais altos de IL-1p do que nos camundongos do grupo
controle, contribuindo, dessa forma, para a elevacédo do nivel de citocinas pro-inflamatorias no
tecido cerebral epileptogénico. Foi demonstrado que a prevencdo do recrutamento de
mondcitos acelera a recuperacdo do peso dos animais e reduz a degradacdo da barreira
hematoencefélica, atenuando o0s danos neuronaise e aliviando, dessa maneira as

consequéncias deletérias do status epilepticus (VARVEL et al., 2016).

1.6 Produtos Naturais

Os produtos naturais vém sendo utilizados pelo ser humano, como alternativa
terapéutica, desde a idade antiga com a finalidade de aliviar e curar as doencas (LIU et al.,
2019). O Brasil é considerado o pais lider em biodiversidade, apresentando mais de 20% das
espécies do planeta, constituindo, dessa forma, uma reserva inigualavel de matérias-primas
com potencial aplicabilidade terapéutica nas mais diversas enfermidades (BRASIL et al.,
2016).

A descoberta de novos compostos bioativos agrega um valor claramente
reconhecido aos produtos naturais, pois 28% dos novos farmacos aprovadas desde 1983 até
1994 pelo Food and Drug Administration (FDA) e entidades compativeis em outros paises,
procedem integralmente de produtos naturais, 39% sé@o de derivados de produtos naturais e
33% sdo substancias de origem sintética (NEWMAN et al., 2003).

A busca continua por novos compostos anticonvulsivantes justifica-se pelo grande
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nimero de pessoas com epilepsia refrataria aos farmacos antiepilépticos disponiveis no
mercado. Tendo em vista que os processos inflamatdrios e oxidativos no sistema nervoso
central vém sendo associados as crises convulsivas resistentes a medicamentos, o uso de
alternativas que tenham como finalidade reduzir esses processos deletérios se torna bastante
promissor. Dentre 0s compostos que apresentam potenciais atividades anti-inflamatorias e
antioxidantes estdo os produtos naturais. Nesse contexto, entram 0s compostos ativos anti-
inflamatdrios e antioxidantes derivados de matérias primas naturais, como a propolis (JUIZ,
2010; JOBST et al., 2015; ENGEL et al., 2018).

1.7 Propolis

No Brasil ja foram identificados 14 tipos de propolis que sdo classificados de
acordo com suas composicOes e propriedades bioldgicas (TIVERON et al., 2016). A prépolis
vermelha brasileira (PVB) foi o décimo terceiro tipo de propolis descoberto no Brasil e
apresenta diversas propriedades farmacologicas importantes ja estudadas (CABRAL, 2008).

Propolis é o termo utilizado para definir o subproduto de caracteristica resinosa e
balsdmica que é produzido pelas abelhas (Apis mellifera), por meio da mistura de secre¢des
salivares com a resina de diversas partes de vegetais (TORETI et al., 2013). A resina e 0s seus
extratos sdo Uteis para o tratamento de diversas enfermidades, devido as suas atividades
antioxidante, antitumoral, anti-inflamatoria, antimicrobiana, antifungica, citotoxica,
antiulcerosa e cardioprotetoras (ABUBAKAR et al., 2014; AHMED et al., 2017; DANTAS
SILVA et al., 2017). O uso da prépolis para o consumo humano € considerado seguro podendo
ser utilizada para fins terapéuticos, cosméticos e alimentares (DALEPRANE; ABDALLA,
2013).

As abelhas utilizam a prépolis para formar as paredes das colmeias com a
finalidade de fortalecer a estrutura da colmeia e evitar que ela seja contaminada por
microrganismos, como fungos e bactérias. Os tipos de propolis, além de apresentam cores
diferentes, possuem uma composic¢do distinta (BANKOVA; POPOVA; TRUSHEVA, 2014).
Diversos motivos podem modificar a composi¢do da prépolis, dentre eles estdo a origem
geografica, o tempo de coleta, a flora local, a espéecie de abelha e os métodos de extracédo
(SILVA et al., 2019).

Nos diferentes tipos de propolis ja foram identificados mais de 300 compostos
diferentes. Dentre eles, acidos fendlicos, flavonoides, terpenos, aldeidos aromaticos, acidos

graxos, alcoois, esteroides, aminoacidos, aglcares, dentre outros. Os compostos fenolicos e o0s
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flavonoides estdo presentes em maior propor¢do na composi¢cdo da maioria das classes de
propolis quando comparados aos outros compostos citados. Dessa maneira, a propolis se
configura com um potencial alvo para diversas areas de pesquisa devido as suas importantes
propriedades funcionais e atividades farmacologicas (VALENZUELA-BARRA et al., 2015;
XUE et al., 2019).

O Brasil € 0 pais do mundo que apresenta a maior representatividade no campo de
pesquisa com produtos derivados de abelhas, incluindo a propolis (SENEL; DEMIR, 2018). A
diferenciacéo dos tipos de propolis no Brasil tem influéncia direta da origem botanica.

O clima do Brasil possibilita que as abelhas produzam propolis durante o ano
todo. Embora as varia¢des do clima brasileiro influenciem nas concentragdes dos constituintes
da propolis, ja foi observado que isso ndo afeta de forma significativa as propriedades
bioldgicas e farmacoldgicas desses compostos (BUENO-SILVA et al., 2017).

A propolis é considerada pela legislagdo brasileira um produto alimenticio. A
producdo e comercializacdo da propolis é regida pela portaria N° 6, de 25 de julho de 1985 do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), e a seguranca de sua utilizacdo
é comprovada pelo seu amplo uso popular tradicional (BRASIL, 1985).

O carater organoléptico da propolis estd diretamente relacionado as caracteristicas
de sua fracdo volatil. Esta por sua vez é definida pela regido geogréafica de origem e consiste
em um dos principais critérios de qualidade da propolis. Dentre os tipos identificados,

destaca-se a propolis vermelha brasileira.

1.8 Propolis Vermelha Brasileira

A prépolis vermelha brasileira (PVB) é produzida pelas abelhas da espécie Apis
mellifera, por meio da coleta de resina de partes da planta Dalbergia ecastophyllum. Essa
resina € utilizada para fortificar a estrutura da colmeia e também ¢é utilizada como defesa
contra diversos agentes externos, como microrganismos e alguns insetos. A PVB possui uma
constituicdo bastante heterogénea e complexa, sendo composta por mais de 180 substancias
identificadas. Dentre esses constituintes, podemos destacar os flavonoides, que sdo
considerados compostos organicos tdo importantes na constitui¢do da propolis que passaram a
ser usados como medida de qualidade de amostras (DE-MELO et al., 2014).

A PVB tem origem especifica na regido de Marechal Deodoro no estado de
Alagoas no Nordeste brasileiro (figura 7). Dessa forma, o Instituto Nacional de Propriedade

Industrial (INPI) forneceu o titulo de Indicagdo Geografica a regido de Marechal Deodoro,
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garantindo ao estado de Alagoas o certificado internacional de produtor exclusivo desse tipo
de propolis no mundo, considerando essa regido como o local onde se produz propolis
vermelha com qualidade constante devido ao clima e as condi¢Ges de sazonalidade da regido
(FREIRES; ALENCAR; ROSALEN, 2016; FRANCHIN et al., 2016; SALATINO, 2018).

Figura 7 - Colmeia de abelhas em apiario na cidade de Marechal, Deodoro, Alagoas.

Fonte: Daugsch (2007)

A PVB pertence ao 13° grupo de propolis no Brasil e nos ultimos anos tem sido
alvo de diversos estudos farmacolégicos (SILVA et al., 2008; SIQUEIRA et al., 2008; LIO et
al., 2010; PICCINELLI et al., 2011; FRANCHI et al., 2012). O grande potencial bioldgico e
farmacolégico da PVB vem atraindo o interesse de diversas industrias farmacéuticas e
cosméticas internacionais e isso tem gerado alta demanda de PVB por parte de na¢cdes como
Japdo, China, Russia, Franca e Alemanha. A producdo e a comercializacdo de PVB estdo
atualmente em expansdo no mercado internacional, induzindo uma modernizagdo cada vez
maior de seus derivados e um progressivo interesse na producdo e padronizacdo de produtos a
base de PVB (AZEVEDO et al., 2018; DO NASCIMENTO et al., 2016; SALATINO, 2018).

1.8.1 Composigdo Quimica

A composicdo quimica da PVB é heterogénea e complexa, bem como difere dos
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demais tipos de propolis. Fazem parte da constituicdo da PVB, os isoflavonoides daidzeina,
formononetina, biochanina A, medicarpina, vestitol e neovestitol;, a chalcona
isoliquiritigenina; a flavanona liquiritigenina; e o neoflavonoide dalbergina (ALENCAR et
al., 2007; DAUGSCH et al., 2008; OLDONI et al., 2011). Alem disso, foram identificaram 34
constituintes volateis na PVB, destacando-se o trans-anetol, o a-copaeno e o metil cis-
isoeugenol (NUNES et al., 2009)

Os flavonoides sdo considerados as principais substancias responsaveis pelos
efeitos bioldgicos e farmacoldgicos da PVB, sendo atribuidas a eles, as propriedades anti-
inflamatoria, antibacteriana, antiviral, antioxidante, dentre outras (BARBOSA et al., 2009).

Os flavonoides possuem uma estrutura de hidrocarbonetos do tipo C6-C3-C6,
onde as duas unidades C6 que constituem os anéis A e B apresentam natureza fendlica (Figura
8) (TSAOQ, 2010). Os flavonoides podem ser divididos em subgrupos classificados de acordo
com o grau de oxidacdo do anel heterociclico, como flavan-3-ol, flavona, flavonol, flavanona,
antocianina, isoflavonas, chalcona, neoflavonol, dentre outros (SINGH et al., 2008). De
maneira geral, os compostos flavonoides apresentam-se, metoxilados, hidroxilados e/ou
glicosilados, sendo a glicose ou a ramnose, 0 agucar mais frequentemente ligado (SINGH et
al., 2008).

Figura 8 - Estrutura quimica bésica dos flavonoides e de algumas subclasses.
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Para a identificagdo e caracterizacdo dos diversos compostos quimicos presentes
na PVB podem ser empregados varias ferramentas. Dentre elas, a cromatografia gasosa (CG),
a microextracdo em fase sélida (MEFS) e a espectrometria de massa com ionizacdo por
electrospray (ESI-MS) sdo considerados métodos confidveis para a andlise direta de extratos
hidroalcodlicos de prépolis (BANKOVA; POPOVA; TRUSHEVA, 2014; CHENG et al.,
2013).

1.8.2 Propriedades biologicas e farmacoldgicas

A PVB possui uma gama de beneficios a saide humana e entre as propriedades
bioldgicas e farmacoldgicas mais estudadas, estdo a anti-inflamatoria (BARRETO, 2008), a
antiulcerativa (PINHEIRO, 2009), a antioxidante (CABRAL et al., 2009; RIGHI et al., 2011),
a antibacteriana (CABRAL et al., 2009; RIGHI et al., 2011; MACHADO et al., 2016),
antifungica (SIQUEIRA et al., 2009), e a antitumoral (ALENCAR et al., 2007; LI et al.,
2008; PINHEIRO et al; 2014).

Dentre os compostos flavonoides presentes na PVB, ja foi demonstrado que a
chalcona isoliquiritigenina e os isoflavonoides vestitol e neovestitol (figura 9) apresentam
potentes atividades antioxidantes, além de possuirem boas propriedades antimicrobianas
(OLDONIl et al., 2011).

Figura 9 — Estrutura quimica dos flavonoides isoliquiritigenina, vestitol e neovestitol.

ISOLIQUIRITIGENINA
Fonte: Adaptado de Bueno-Silva et al., (2013).



37

Em relagdo & atividade anti-inflamatdria, um estudo mostrou o isoflavonoide
formononetina (figura 10) apresenta atividade anti-inflamatoria significativa (LIMA
CAVENDISH et al., 2015). Além disso, um estudo comparativo demonstrou que a PVB foi
mais efetiva, quanto as propriedades anti-inflamatorias, quando comparada a propolis verde,
em modelo de edema induzido por carragenina e edema de orelha induzido por 6leo de croton
(ABREU, 2008).

Figura 10 — Estrutura quimica do flavonoide formononetina.
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Fonte: Disponivel em: https://www.anulab.com/product/1791447/formononetine

Essas propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias sugerem que a PVB pode
representar uma importante estratégia de tratamento para diversas enfermidades que possuem
a inflamacdo e o estresse oxidativo como contribuintes para suas bases fisiopatologicas, como
o0 cancer e doencas do sistema nervoso (FROZZA et al., 2013; RIGHI et al., 2011).

No SNC, observou-se que ap0s a hemisseccdo da medula espinhal em ratos, o
tratamento com extrato hidroalcodlico de propolis vermelha (EHPV) ocasionou um aumento
no desempenho motor dos animais (KASAI et al., 2011). Outro estudo demonstrou que 0
tratamento com EHPV acelerou a recuperagdo funcional e diminuiu a neuroinflamacgéo e a
perda de neurdnios motores apds lesdo medular (DOS SANTOS, 2013) e lesdo de nervo
ciatico (BARBOSA et al., 2015) em murinos.

Além disso, compostos da PVB, como a formononetina, a daidzeina e a
biochanina A apresentaram ag0es neuroprotetoras in vivo em modelo animal de isquemia e
trauma cerebral (LIANG et al., 2014; ZHU et al., 2014; LI et al., 2014; ARAS et al., 2015;

WANG et al., 2015), tendo como mecanismos subjacentes, a redugédo da resposta inflamatdria
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e a diminuicdo do extresse oxidativo.

1.8.3 Perfil toxicoldgico

O uso de produtos naturais pode levar a quadros de intoxicacdo devido a uma
série de fatores, como as doses administradas, as caracteristicas da substancia e as
caracteristicas do individuo que os consome. Em estudo avaliando toxicidade aguda e
subaguda do extrato hidroalcéolico de prépolis vermelha (EHPV) em murinos, ndo foram
observados efeitos letais para a dose de 300mg/kg, mas foram observados sinais de toxicidade
para essa dose. A maior parte dos sinais de toxicidade subaguda apareceram quando foram
administradas doses acima de 200 mg/kg. (DA SILVA et al., 2015). Dessa forma, a
administracdo de EHPV nas doses de 10 mg/kg e 100 mg/kg em animais pode ser considerada

segura.
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2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

A neuroinflamacdo e o estresse oxidativo (EO) vém sendo constantemente
associados aos danos neuronais causados pela epilepsia e com a maior suscetibilidade ao
desenvolvimento de convulsdes. O processo inflamatério do SNC e o EO sdo fenbmenos
inter-relacionados que podem ser desencadeados por varias lesGes provocadas por crises
convulsivas em humanos e em modelos animais de convulsdo e epilepsia e ambos sao
evidenciados em amostras cerebrais de pacientes com epilepsias resistentes a medicamentos
com etiologia estrutural adquirida ou genética. (ARENA et al., 2018; DEVINSKY et al.,
2018; GERONZI et al., 2018; KLEIN et al., 2018; PAULETTI et al., 2019; VEZZANI et al,
2019). No mundo, estima-se que cerca de 30 a 40% dos pacientes diagnosticados com
epilepsia sdo resistentes a medicamentos, ou seja, nesses individuos, as convulsdes nao
podem ser controladas adequadamente com medicamentos antiepiléticos. Logo, a busca por
novas alternativas terapéuticas faz-se necessaria (JOBST et al., 2015; ENGEL et al., 2018).

Dessa forma, tanto 0s mecanismos responsaveis pelos processos de
neuroinflamacdo e EO, bem como os seus subprodutos tornam-se alvos farmacoldgicos
importantes em diversas estratégias terapéuticas de relevancia clinica para o tratamento da
epilepsia, tais como o redirecionamento de farmacos e o desenvolvimento de novos
medicamentos. Além disso, a inflamacdo do SNC e o EO geram moléculas mensuraveis no
sangue ou em exames de imagem, logo, esses marcadores podem ter um valor prognéstico e
preditivo importantes (TERRONE et al., 2020).

Nesse contexto, a utilizacdo de farmacos ou substancias com acdes anti-
inflamatdrias e antioxidantes para o tratamento da epilepsia se mostra bastante promissora.
Muitas substancias de origem natural possuem compostos que apresentam elevado potencial
antioxidante e anti-inflamatorio, tornando-se, dessa forma, potenciais candidatas no combate
as injurias causadas pelos processos convulsivos. Além disso, os produtos naturais possuem
bastante aceitagdo popular, 0 que gera boas perspectivas no mercado. (SOARES et al., 2010)

Os produtos naturais vém sendo utilizados pelo ser humano, como alternativa
terapéutica, desde a idade antiga com a finalidade de aliviar e curar as doencgas. (LIU et al.,
2019). O Brasil é considerado o pais lider em biodiversidade, apresentando mais de 20% das
espécies do planeta, constituindo, dessa forma, uma reserva inigualavel de matérias-primas
com potencial aplicabilidade terapéutica nas mais diversas enfermidades. (BRASIL et al.,

2016). Logo, a busca por ativos naturais com propriedades terapéuticas se mostra bastante
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promissora quando o conhecimento popular das espécies € associado ao metodo cientifico e a
realizacdo de ensaios farmacoldgicos adequados. (SILVA et. al., 2019)

A prépolis esta entre os produtos naturais promissores, devido ao seu grande
potencial bioldgico proporcionado pela diversidade de compostos que fazem parte de sua
composi¢do. Dentre os tipos de propolis, esta a propolis vermelha brasileira (PVB) que é
encontrada na regido Marechal Deodoro em Alagoas e apresenta diversas propriedades
terapéuticas ja estudadas e descritas na literatura. (CABRAL et al., 2008) A PVB foi 0 13°
tipo de prépolis a ser identificado no pais, sendo os flavonoides a espécie quimica majoritaria
na sua composic¢do. A PVB vem atraindo o interesse da comunidade cientifica por conta dos
seus potenciais efeitos anti-inflamatdrios, antioxidantes e antimicrobianos ja comprovados em
diversas pesquisas. (DALEPRANE; ABDALLA, 2013; AZEVEDO et al., 2018). Além disso,
alguns estudos demonstraram efeitos neuroprotetores em ensaios pré-clinicos in vivo e in vitro
de flavonoides que compdem a PVB. (SUM et al., 2012; PLEMEL et al., 2008; LIU et al.,
2012).

Tendo em vista que ndo ha informagdes na literatura sobre os efeitos
neuroprotetores da PVB na convulsdo e na epilepsia, justifica-se o estudo da PVB em
modelos pré-clinicos de convulsdo. O uso de dois modelos experimentais de convulsdo
induzidos por farmacos que atuam por duas vias bioquimicas distintas aumenta a
probabilidade de se determinar possiveis mecanismos de acdo da PVB, podendo possibilitar,

desta forma, uma terapia farmacol6gica mais direcionada.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar em camundongos machos adultos, os efeitos do extrato hidroalcodlico de propolis
vermelha (EHPV) nas alteracfes comportamentais, oxidativas e inflamat6rias que ocorrem

nas convulsdes induzidas por pilocarpina (PILO) e pentilenotetrazol (PTZ).

3.2 Objetivos Especificos

e Avaliar os efeitos do EHPV nos parametros comportamentais: laténcia de 12
convulsdo, intervalo de tempo entre a primeira convulsdo e a morte e laténcia de morte
de camundongos submetidos aos modelos de convulsdo induzidos por PTZ e PILO;

e \erificar os efeitos do EHPV no grau de peroxidacdo lipidica no hipocampo, cortex
pré-frontal e corpo estriado de camundongos submetidos aos modelos de convulsao
induzidos por PTZ e PILO, por meio da dosagem de malondialdeido (MDA);

e Observar os efeitos do EHPV no estresse nitrosativo no hipocampo, cortex pré-frontal
e corpo estriado de camundongos submetidos aos modelos de convulséo induzidos por
PTZ e PILO, por meio da dosagem de nitrito/nitrato;

e Determinar os efeitos do EHPV no sistema de defesa enddgena contra o estresse
oxidativo e nitrosativo no hipocampo, coértex pré-frontal e corpo estriado de
camundongos submetidos aos modelos de convulsdo induzidos por PTZ e PILO por
meio da dosagem da glutationa reduzida (GSH);

e Definir os efeitos do EHPV na resposta inflamatoria no hipocampo de camundongos
submetidos aos modelos de convulséo induzidos por PTZ e PILO, através da dosagem

da concentragéo de IL-1p.
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos, pesando entre 22 e 26 g,
provenientes do Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia (DFF) da
Universidade Federal do Ceard (UFC). Os animais foram mantidos em condicdes padrdo de
acondicionamento, ou seja, 23-25 °C com ciclo claro/escuro de 12h e alimentados com ragéo
e 4gua ad libitum. Cada grupo permaneceu em caixas de propileno, contendo 8 animais por

caixa.

4.2 Drogas

As drogas utilizadas no estudo e suas respectivas vias de administracdo e formas

de preparo estdo expressas na tabela 1.

Tabela 1 — Drogas utilizadas no tratamento dos animais, preparo e via de administragéo.

Droga Preparo Via de administracdo
Extrato Dissolvido em tween 80 a 2% nas Via oral (v.0.)
hidroalcodlico de doses de 10 e 100 mg/kg
prépolis vermelha
Pentilenotetrazol Dissolvido em solucéo salina a 0.9% via intraperitoneal (i.p.)
(Sigma Chemical (85mg/kQ)
Co,USA)

Pilocarpina (Sigma  Dissolvida em solugéo salina a 0.9% via intraperitoneal (i.p.)
Chemical Co,USA) (400mg/kQ)

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2020).

4.3 Extrato hidroalcoolico de propolis vermelha (EHPV)

Para o estudo em questdo, foi adquirido o extrato hidroalc6olico de prépolis
vermelha (EHPV) a 10%, georreferenciado de Marechal Deodoro-AL, considerada regido de
indicagédo geogréafica do extrato pelo Instituto Nacional de Propriedade Industrial. O EHPV foi
obtido a partir da extracdo realizada com amostras de prépolis vermelha (2g) e etanol a 70%

(25 mL) & temperatura a ambiente por 1 h em banho de ultrassom. Apds a extragdo, a mistura
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foi filtrada e o solvente foi evaporado.

O EHPV foi solubilizado em solucédo de tween 80 a 2% (BARBOSA et al., 2015)
e administrado via gavagem nos camundongos, nas doses de 10 mg/kg e 100 mg/kg. As doses
foram escolhidas com base em estudos anteriores que demonstraram efeitos anti-
inflamatorios, antioxidantes e neuroprotetores (BARBOSA et al., 2015; BEZERRA et al.,
2017; CAVENDISH et al., 2015).

4.4 Protocolo experimental

A divisdo e descricdo dos grupos experimentais utilizados no estudo estdo

descritos na tabela 2.

Tabela 2 — Descrigdo dos grupos experimentais.

Grupo Descrigdo
Veiculo Tratado com solucdo salina a 0,9% i.p. + tween 2% v.o.
PTZ85 Tratado com PTZ 85 mg/kg i.p. + solucdo de tween 2% v.o.
PILO400 Tratado com PILO 400 mg/kg i.p. + solucédo tween 2% v.o.
EHPV10 + PTZ85 Tratado com PTZ 85 mg/kg i.p. + EHPV 10 mg/kg v.o.
EHPV100 + PTZ85 Tratado com PTZ 85 mg/kg i.p. + EHPV 100 mg/kg v.o.
EHPV10 + PILO400 Tratado com PILO 400 mg/kg i.p. + EHPV 10 mg/kg v.o.
EHPV100 + PILO400 Tratado com PILO 400 mg/kg i.p. + EHPV 100 mg/kg v.o.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2020).

O pre-tratamento oral (v.0.) realizado via gavagem com EHPV, nas doses de 10
mg/kg e 100 mg/kg ocorreu durante sete dias consecutivos e a inducdo das convulsdes com
PTZ e PILO via intraperitoneal (i.p.) aconteceu no sétimo dia, 30 e 60 minutos,
respectivamente, apds o tratamento com EHPV. Os parametros comportamentais: laténcia de
convulsdo, laténcia de morte e intervalo de tempo entre a 12 convulsdo e a morte foram
avaliados por um periodo de 30 minutos, para 0s animais que receberam PTZ e de 60

minutos, para 0s animais que receberam PILO, ap0s a administracdo desses agentes
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convulsivantes. Todas as solucgdes preparadas foram administradas em volume de 0,1mL para
cada 10 g de peso corporal. Os animais foram ambientados por um periodo de uma semana
antes do inicio de todos os testes. O pré-tratamento de sete dias consecutivos com EHPV foi
escolhido baseando-se em estudos anteriores que realizaram pré-tratamentos com doses
repetidas (variando de 3 a 7 dias), para avaliar atividades neuroprotetoras e anticonvulsivantes
ou pré-convulsivantes de algumas drogas em modelos experimentais de convulsao induzidos
por PTZ efou PILO (CARVALHO et al., 2019; CAVALCANTE, 2017; BEZERRA et al.,
2016).

Ap0s isso, 0s animais dos grupos submetidos aos modelos de convulsdo tiveram
o0s cérebros removidos e as regides cerebrais: cortex pré-frontal (CPF), hipocampo (HC) e
corpo estriado (CE) foram dissecadas. Além disso, 0s animais dos grupos que ndo receberam
0s agentes indutores de convulsdo foram eutanasiados através de decapitacdo por guilhotina,
seus cérebros foram removidos e lavados em solucédo salina gelada e as areas HP, CE e CPF
foram dissecadas. Todas as areas cerebrais especificadas anteriormente, de todos 0s animais
utilizados no experimento foram utilizadas para analise de marcadores inflamatorios e de
extresse oxidativo e nitrosativo. A figura 11 mostra a linha do tempo do protocolo

experimental.

Figura 11 - Linha do tempo do protocolo experimental

Tratamento Testes comportamentais

|
Dias | | | A administracao de PILO400 ou PTZ85
1 2 3 4 5 6 7 ousalinai.p. ocorreu apenas no 7° dia

Grupos experimentais
Legenda:

Grupo veiculo: tratado apenas com tween 80 2% v.o. e salina 0,9% i.p.
I Grupos PTZ85 ou PILO400: grupos tratados com tween 80 2% v.0. e PILO400 ou PTZ85 i.p.
I Grupos EHPV 10 ou 100 + P1LO400 ou PTZ85: grupos tratados com EHPV 10 ou 100 mg/kg V.0.
e PILO400 ou PTZ85 i.p.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2020).
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4.5 Avaliagdo Comportamental

4.5.1 Modelo de convulséo induzido por Pentilenotetrazol (PTZ)

Os animais foram pré-tratados com EHPV (10 e 100mg/kg) ou tween 80 a 2% via
gavagem, durante 7 dias consecutivos. No sétimo dia, 30 min ap6s a administracdo de EHPV
ou tween 80, os animais foram submetidos ao modelo de convulséo induzido por PTZ (Sigma
Chemical Co, USA) que foi administrado via i.p. O PTZ foi dissolvido em solugédo salina na
dose de 85mg/kg (Figura 12)

Figura 12 — Modelo de convulsdo induzido por PTZ

EHPV 10 ou 100 mg/Kkgv.o0 ;
ou
Tween 80 a 2% v.0;

> © ’

Tratamento * Laténciade 1* convulsio;
+ Intervalo entre 1° convulsio
e morte;
Laténcia de morte;

durante 7 dias

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2020).

Os animais foram colocados caixas individuais, e observados por até 30 minutos.
Os parametros avaliados (tabela 3) foram: tempo de laténcia para a primeira convulsao
clénica, que € caracterizada por uma série de movimentos espasmddicos ou tdnico-cldnica
caracterizada pelo aumento do ténus muscular seguido de movimentos espasmaddicos, em
segundos (RUBINSON; LANG, 2009), laténcia de morte em segundos (AGUIAR et al., 2012;
LIMA et al., 2012) e o intervalo de tempo, em segundos, entre a ocorréncia da primeira
convulsdo e a morte (CRUZ, 2012).

Tabela 3 - Parametros comportamentais observados nos animais que receberam PTZ.
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PARAMETROS CARACTERISTICAS

Laténcia de convulsdo | Tempo, em segundos, para 0 aparecimento da primeira convuls&o.

Intervalo convulsdo- | Intervalo de tempo, em segundos, entre a primeira convulséo e a

morte morte do animal.

Laténcia de morte Tempo, em segundos, para a morte do animal.

Fonte: Adaptado de TURSKI et al., 1983.

4.5.2 Modelo de convulséo induzido por Pilocarpina (PILO)

Os animais foram pré-tratados com EHPV (10 e 100mg/kg) ou tween 80 a 2% via

gavagem, durante 7 dias consecutivos. No sétimo dia, 30 min apos a administracdo de EHPV

ou tween 80, os animais foram submetidos ao modelo de convulsdo induzido por PILO

(Sigma Chemical Co, USA) que foi administrado via i.p. A pilocarpina foi dissolvida em

solucdo salina na dose de 400mg/kg. (Figura 14)

Figura 14 — Modelo de convulséo induzido por PILO.

EHPV 10 ou 100 mg/kgv.o;

Tween 80 a2% v.0;
PILO 400 mg/kg
‘:,' > i.p.

Tratamento
durante 7 dias

Laténcia de 1* convulsio;
Intervalo entre 1° convulsao
e morte;

Laténcia de morte;

Fonte: Elaborado pelo préprio autor (2020).

Os animais foram colocados caixas individuais, e observados por até 60 minutos.

Os parametros avaliados (tabela 4) foram: tempo de laténcia para a primeira convulsao

clénica ou tbnico-clonica, intervalo entre a ocorréncia da primeira convulsdo e a morte e a

laténcia de morte. Todos o0s esses parametros foram avaliados em segundos (LIMA et al.,
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2012; AGUIAR et al., 2012).

Tabela 4 - Parametros comportamentais observados nos animais que receberam PILO.

PARAMETROS CARACTERISTICAS

Laténcia de convulsdo | Tempo, em segundos, para o aparecimento da primeira convuls&o.

Intervalo convulsdo- | Intervalo de tempo, em segundos, entre a primeira convulséo e a

morte morte do animal.

Laténcia de morte Tempo, em segundos, para a morte do animal.

Fonte: Adaptado de TURSKI et al., 1983.

4.6 Avaliacdo Neuroquimica

4.6.1 Dissecacdo das areas cerebrais

Os animais foram eutanasiados por decapitacdo em guilhotina e os cérebros dos
mesmos foram retirados e colocados rapidamente sobre uma placa de Petri revestida com
papel aluminio e refrigerada com bateria de gelo. As areas: cortex pré-frontal, corpo estriado e
hipocampo foram dissecadas e armazenadas em microtubos de centrifugacdo de plastico
devidamente identificados, pesados e conservados a -80°C para uso posterior. Imediatamente
antes das analises neuroquimicas, as &reas foram retiradas do freezer e ap0s serem
descongeladas foram utilizadas para o preparo dos homogenatos necessarios para a realizagdo

dos testes.

4.6.2 Determinacao de parametros de estresse oxidativo

4.6.2.1 Determinacdo dos niveis de nitrato/nitrito

Para avaliar os efeitos do tratamento com as drogas utilizadas nesse estudo na
producdo de oxido nitrico (NO), foram determinados o0s niveis de nitrito/nitrato nos
homogenatos, pelo método de Green et al., (1982). Para esse experimento 100 pL do
Reagente de Griess (&cido fosforico 5%, sulfonilamida 1% em é&cido fosférico 5%, NEED
0,1% e agua destilada) foram adicionados a 100 puL do sobrenadante do homogenato e

incubados a temperatura ambiente por 10 min.
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A curva padrédo foi elaborada com concentragdes de NaNO; (variando de 0,75 a
100 mM) sob as mesmas condi¢6es. Os brancos foram preparados pela adi¢cdo de 100 pL do
Reagente de Griess a 100 pL do tampdo usado para o homogenato (fosfato de potassio
monobasico 50 mM, pH 7,4). A absorbancia foi medida em leitor de microplacas em 540 nm,

e 0 resultado expresso em pmol de nitrito/g de tecido.

4.6.2.2 Determinacgdo da peroxidacao lipidica

A peroxidacéo lipidica nas éareas cerebrais foi avaliada por meio da quantificagdo
dos niveis de malonildialdeido (MDA), conforme o método sugerido por Draper et al.,
(1990).

Os homogenatos das areas cerebrais foram preparados a 10% em tampéo fosfato
de potassio monobasico 50 mM, pH 7,4 e 63uL destes foram adicionados a 100 pL de acido
perclérico 35% em microtubos de centrifugacdo de plastico que foram centrifugados a 10.000
rpm por 10 minutos a 4°C.

Em seguida, 150 puL do sobrenadante foram adicionados a 50 pL de acido
tiobarbiturico 1,2%, que ficaram em banho-maria a 95°C por 30 minutos. Por fim, 150 uL da
mistura foram adicionados aos pocos da placa de ELISA e, posteriormente, foi feita a leitura
a 535nm. Os resultados foram expressos em pg de MDA/g de tecido.

4.6.2.3 Determinacao da concentracao de glutationa reduzida (GSH)

Para avaliar as defesas antioxidantes enddgenas contra o estresse oxidativo foram
determinados os niveis de glutationa reduzida (GSH). O método ¢é baseado na reacdo de
reagente de Ellman (DTNB), com grupos tiol livres. Foram retirados 40uL. do homogenato e
adicionados a 50uL de agua destilada e mais 10uL de acido tricloroacético (ATC) a 50%.

O material foi centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos a temperatura de 4° C. Em
seguida foram recolhidos 60uL do sobrenadante e adicionados a placa de ELISA (mantida
resfriada durante todo o processo). Além disso, foram acrescentados Tris-HCI-EDTA 0,4M,
pH 8,9 e DTNB 0,01M aos pogos da placa de ELISA e, apds 1 minuto de reacdo, a leitura da
placa foi realizada em espectrofotdometro a 412nm (SEDLAK; LINDSAY, 1968). A
concentracédo de glutationa reduzida foi expressa em pg de GSH/g de tecido, tendo por base
uma curva padrao.

4.7 Avaliagdo da atividade anti-inflamatoria do EHPV
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4.7.1 Determinacao da concentragdo de IL-1f

Os hipocampos dissecados foram homogeneizadas em 8 volumes de tampédo PBS
com protease (EMD Biosciences®), fosfatase (Sigma®-Aldrich). Logo ap6s, os homogenatos
foram centrifugadas a 10000 rpm, por 5 min e, para a realizacdo do teste foi utilizado o
sobrenadante. A concentracdo de IL-1B, em 50 pL de amostra foi determinada pela técnica de
ELISA (R&D® Systems, Minneapolis, MN, EUA) de acordo com o protocolo do fabricante e

expressa em pg/g de tecido.

4.8 Principios Eticos

Os experimentos foram realizados somente apds aprovagdo do projeto no Comité
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceara (UFC) protocolada
sob 0 CEUA n° 1057050220 (Anexo A). A manipulacdo dos animais foi realizada de acordo
com as diretrizes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e seguiram 0s
principios éticos aceitos pelo National Institute of Health Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals (NIH et al., 2011). Todos os esforgos foram feitos para minimizar o

sofrimento e reduzir o nimero de animais usados nos experimentos.

4.9 Analise Estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada através do software GraphPad Prism
versdo 6.0 para Windows (GraphPad Software®, San Diego Califérnia EUA). Inicialmente,
os resultados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk, para verificar a normalidade da
amostra. Para os testes com mais de trés grupos, foi utilizado o teste de analise de variancia
(ANOVA) seguido do teste de Tukey (post hoc) para resultados paramétricos. Em todas as
analises estatisticas, os valores foram representados pela Média + Erro Padrdo da Média

(EPM) com valores significativos quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo comportamental

5.1.1 Efeito da administracao do extrato hidroalcodlico de propolis vermelha (EHPV) sobre
as convulsdes induzidas por pentilenotetrazol (PTZ)

5.1.1.1 Laténcia de primeira convulséo

Nos grupos pré-tratados com EHPV houve aumento significativo da laténcia de
primeira convulsdo nas duas doses testadas, 10 mg/kg e 100 mg/kg, quando comparadas ao
grupo controle PTZ85 (EHPV10 + PTZ85:102,8 + 3,604, EHPV100 + PTZ85: 95,67 + 6,726
vs PTZ85: 60,83 + 4,715, P < 0,001). Os resultados estdo representados no Gréfico 1.

Graéfico 1 - Efeito da administracdo de EHPV (10 ou 100 mg/kg) sobre a laténcia de primeira
convulsdo induzida por PTZ (85 mg/kg).
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Os animais (n=8 animais/grupo) foram tratados durante 7 dias com extrato hidroalcoo6lico de propolis vermelha.
No 7° dia do protocolo experimental, os animais foram submetidos ao modelo agudo de convulséo induzido por
pentilenotetrazol, sendo avaliado o tempo para a ocorréncia da 12 convulsdo. Os valores estdo representados
como média + EPM.; #3p<0,001 vs PTZ85. Teste ANOVA, seguido do Tukey como post hoc. Abreviacoes:
PTZ85: Pentilenotetrazol 85 mg/kg; EHPV10: extrato hidroalcodlico de propolis vermelha 10 mg/kg; EHPV100:
extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha 100 mg/kg.
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5.1.1.2 Laténcia de morte

Na observacdo dos animais, verificou-se que houve aumento significativo na
laténcia de morte dos animais pré-tratados com EHPV, tanto na dose de 10 mg/kg, quanto na
dose de 100 mg/kg, quando comparados aos animais do grupo controle PTZ85 (EHPV10 +
PTZ85:449,5 £ 20,75 vs PTZ85: 195,3 + 26,03, P < 0,01; EHPV100 + PTZ85: 527,3 + 53,44
vs PTZ85: 195,3 £ 26,03, P < 0,001). Os resultados estéo representados no Gréafico 2.

Gréfico 2 - Efeito da administracdo de EHPV (10 ou 100 mg/kg) sobre a laténcia de morte
induzida por PTZ (85 mg/kg).
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Os animais (n=8 animais/grupo) foram tratados durante 7 dias com extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha.
No 7° dia do protocolo experimental, os animais foram submetidos ao modelo agudo de convulsdo induzido por
pentilenotetrazol, sendo avaliada a laténcia de morte. Os valores estdo representados como média + EPM.;
%n<0,01 vs PTZ85; #p<0,001 vs PTZ85. Teste ANOVA, seguido do Tukey como post hoc. Abreviacdes:
PTZ85: Pentilenotetrazol 85 mg/kg; EHPV10: extrato hidroalcodlico de propolis vermelha 10 mg/kg; EHPV100:
extrato hidroalcodlico de propolis vermelha 100 mg/kg.

5.1.1.3 Intervalo de tempo entre a primeira convulsdo e a morte

Observou-se que houve aumento significativo no intervalo de tempo entre a

primeira convulsdo e a morte dos animais pré-tratados com EHPYV, tanto na dose de 10 mg/kg,
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quanto na dose de 100 mg/kg, quando comparados aos animais do grupo controle PTZ85
(EHPV10 + PTZ85: 348,3 £ 22,13 vs PTZ85: 128,2 + 30,01, P < 0,01; EHPV100 + PTZ85:
433,9 + 55,45 vs PTZ85: 128,2 + 30,01, P < 0,001). Os resultados estdo representados no
Gréfico 3.

Gréfico 3 - Efeito da administracdo de EHPV (10 ou 100 mg/kg) no intervalo de tempo entre
a primeira convulsao e a morte dos animais submetidos ao modelo de convulséo induzido por
PTZ (85 mg/kg).
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Os animais (n=8 animais/grupo) foram tratados durante 7 dias com extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha.
No 7° dia do protocolo experimental, os animais foram submetidos ao modelo agudo de convulsdo induzido por
pentilenotetrazol, onde foi avaliado o intervalo de tempo entre a primeira convulsdo e a morte. Os valores estdo
representados como média £ EPM.; #p<0,01 vs PTZ85; #2p<0,001 vs PTZ85. Teste ANOVA, seguido do Tukey
como post hoc. AbreviacBes: PTZ85: Pentilenotetrazol 85 mg/kg; EHPV10: extrato hidroalcodlico de prépolis
vermelha 10 mg/kg; EHPV100: extrato hidroalcodlico de propolis vermelha 100 mg/kg.

5.1.2 Efeito da administracao do extrato hidroalcoolico de prépolis vermelha (EHPV) sobre

as convulsdes induzidas por pilocarpina (PILO)

5.1.2.1 Laténcia de primeira convulséo
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Nos grupos pré-tratados com EHPV houve aumento significativo da laténcia de
primeira convulsdo nas duas doses testadas, 10 mg/kg e 100 mg/kg, quando comparadas ao
grupo controle PILO400 (EHPV10 + PILO400: 544,7 + 30,41 vs PILO400: 436,0 + 11,85, P
< 0,05; EHPV100 + PILO400: 648,5 + 29,62 vs PILO400: 436,0 + 11,85, P < 0,001). Além
disso, observou-se que a dose de 100 mg/kg de EHPV foi significativamente superior & dose
de 10 mg/kg (EHPV100 + PILO400: 648,5 + 29,62 vs EHPV10 + PILO400: 544,7 + 30,41, P

< 0,05). Os resultados estao representados no Grafico 4.

Grafico 4 - Efeito da administragdo de EHPV (10 ou 100 mg/kg) sobre a laténcia de primeira
convulsdo induzida por PILO (400 mg/kg).
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Os animais (n=8 animais/grupo) foram tratados durante 7 dias com extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha.
No 7° dia do protocolo experimental, os animais foram submetidos ao modelo agudo de convulso induzido por
pilocarpina, sendo avaliado o tempo para a ocorréncia da 1% convulsdo. Os valores estdo representados como
média + EPM.; 3<0,05 vs PILO400; #3p<0,001 vs PILO400; Pp<0,05 vs EHPV10 + PILO400. Teste ANOVA,
seguido do Tukey como post hoc. Abreviagdes: PILO400: Pilocarpina 400 mg/kg; EHPV10: extrato
hidroalcoolico de propolis vermelha 10 mg/kg; EHPV100: extrato hidroalcoolico de propolis vermelha 100
mg/kg.

5.1.2.2 Laténcia de morte

Com os resultados obtidos, verificou-se que houve aumento significativo na

laténcia de morte dos animais pré-tratados com EHPV, tanto na dose de 10 mg/kg, quanto na
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dose de 100 mg/kg, quando comparados aos animais do grupo controle PILO400 (EHPV10 +
PILO400: 661,4 + 39,68 vs PILO400: 512,0 £ 25,23, P < 0,05; EHPV100 + PILO400: 810,3
+ 52,44 vs PILO400: 512,0 £ 25,23, P < 0,001). Além disso, observou-se que a dose de 100
mg/kg de EHPV foi significativamente superior a dose de 10 mg/kg (EHPV100 + PILO400:
810,3 + 52,44 vs EHPV10 + PILO400: 661,4 + 39,68, P < 0,05). Os resultados estdo
representados no Gréfico 5.

Graéfico 5 - Efeito da administracdo de EHPV (10 ou 100 mg/kg) sobre a laténcia de morte
induzida por PILO (400 mg/kg).
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Os animais (n=8 animais/grupo) foram tratados durante 7 dias com extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha.
No 7° dia do protocolo experimental, os animais foram submetidos ao modelo agudo de convulséo induzido por
pilocarpina, sendo avaliada a laténcia de morte. Os valores estdo representados como média £ EPM.; #p<0,05 vs
PILO400; #3p<0,001 vs PILO400; Pp<0,05 vs EHPV10 + PILO400. Teste ANOVA, seguido do Tukey como post
hoc. Abreviagdes: PILO400: Pilocarpina 400 mg/kg; EHPV10: extrato hidroalcodlico de propolis vermelha 10
mg/kg; EHPV100: extrato hidroalcoolico de prépolis vermelha 100 mg/kg.

5.1.2.3 Intervalo de tempo entre a primeira convulsédo e a morte

Observou-se que houve aumento significativo no intervalo de tempo entre a

primeira convulsdo e a morte dos animais pré-tratados com EHPV, apenas na dose de 100
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mg/kg, quando comparado aos animais do grupo controle PILO400 (EHPV100 + PILO400:
209,8 + 46,85 vs PILO400: 60,13 + 10,66, P < 0,001). O grupo pré-tratado com EHPV 10
mg/kg ndo obteve diferenca significativa quando comparado ao grupo controle PILO400
(EHPV10 + PILO400: 109,4 + 16,70 vs PILO400: 60,13 + 10,66, P > 0,05). Observou-se
também que a dose de 100 mg/kg de EHPV foi significativamente superior & dose de 10
mg/kg (EHPV100 + PILO400: 209,8 + 46,85 vs EHPV10 + PILO400: 109,4 + 16,70, P <

0,05). Os resultados estao representados no Grafico 6.
Gréfico 6 - Efeito da administragdo de EHPV (10 ou 100 mg/kg) no intervalo de tempo entre

a primeira convulséo e a morte dos animais submetidos ao modelo de convulsdo induzido por
PILO (400 mg/kg).
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Os animais (n=8 animais/grupo) foram tratados durante 7 dias com extrato hidroalcodlico de propolis vermelha.
No 7° dia do protocolo experimental, os animais foram submetidos ao modelo agudo de convulséo induzido por
pilocarpina onde foi avaliado o intervalo de tempo entre a primeira convulsdo e a morte. Os valores estdo
representados como média + EPM.; ®3p<0,001 vs PILO400; *p<0,05 vs EHPV10 + PILO400. Teste ANOVA,
seguido do Tukey como post hoc. Abreviagdes: PILO400: Pilocarpina 400 mg/kg; EHPV10: extrato
hidroalcoodlico de prépolis vermelha 10 mg/kg; EHPV100: extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha 100
mg/kg.
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5.2 Avaliacdo neuroquimica

5.2.1 Efeito da administracéo do extrato hidroalcoolico de prépolis vermelha (EHPV) sobre
0s marcadores de estresse oxidativo/nitrosativo e de defesa antioxidante no cérebro de
camundongos submetidos ao modelo de convulséo induzido por pentilenotetrazol (PTZ)

5.2.1.1 Grau de peroxidacao lipidica no hipocampo, cortex pré-frontal e corpo estriado, por

meio da dosagem de malondialdeido (MDA)

Na analise do hipocampo (Grafico 7A), observou-se que no grupo controle
PTZ85, o grau de peroxidacao lipidica foi significativamente maior, uma vez que os niveis de
MDA foram mais elevados, quando comparado ao grupo VEICULO. (PTZ85: 783,9 + 46,71
vs VEICULO: 494,6 + 79,25, P < 0,05). O pré-tratamento com EHPV foi capaz de diminuir
de forma significativa os niveis de MDA nas duas doses testadas, 10 e 100 mg/kg, apo6s a
inducdo das convulsdes pelo PTZ (EHPV10 + PTZ85: 463,4 + 14,06 vs PTZ85: 783,9 +
46,71; EHPV100 + PTZ85: 482,8 + 74,48 vs PTZ85: 783,9 + 46,71, P < 0,05).

No cortex pré-frontal, verificou-se que o grupo controle PTZ85 apresentou
aumento significativo dos niveis de MDA, quando comparado ao grupo VEICULO, ou seja,
no grupo PTZ85, os animais apresentaram maior grau de lipoperoxidacdo (PTZ85: 696,6 +
21,70 vs VEICULO: 429,9 + 79,74, P < 0,05). O pré-tratamento com EHPV nas duas doses
testadas, 10 mg/kg e 100 mg/kg diminuiu significativamente os niveis de MDA, apds as
convulsdes induzidas por PTZ (EHPV10 + PTZ85: 361,5 + 81,90 vs PTZ85: 696,6 + 21,70;
EHPV100 + PTZ85: 372,2 + 42,96 vs PTZ85: 696,6 + 21,70, P < 0,01). Os resultados séo
expressos no Gréafico 7B.

Os niveis de malondialdeido (MDA) no corpo estriado dos animais do grupo
controle PTZ85 tiveram aumento significativo, quando comparados aos animais do grupo
VEICULO (PTZ85: 595,7 + 41,88 vs VEICULO: 378,4 + 29,34. P < 0,05). O pré-tratamento
com EHPV10 foi capaz de diminuir de forma significativa as concentracbes de MDA, apos a
inducdo de convulsdes pelo PTZ (EHPV10 + PTZ85: 361,5 + 81,90 vs PTZ85: 595,7 + 41,88,
P < 0,001). Por outro lado, 0 mesmo nao foi observado com o grupo que foi pré-tratado com
EHPV100, onde ndo houve diferencga significativa nas concentragdes de MDA quando se
compara com o grupo controle PTZ85 (EHPV100 + PTZ85: 444,1 + 67,34 vs PTZ85: 595,7 £

41,88, P > 0,05). Os resultados estdo expressos no Grafico 7C.
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Gréfico 7 - Efeito da administracdo de EHPV (10 ou 100 mg/kg) sobre a dosagem de
malondialdeido (MDA) no hipocampo, cdrtex pré-frontal e corpo estriado de animais

submetidos ao modelo de convulsao induzido por PTZ.
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Os animais (n=8 animais/grupo) foram tratados durante 7 dias com extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha.
No 7° dia do protocolo experimental, os animais foram submetidos ao modelo agudo de convulsdo induzido por
pentilenotetrazol e as areas cerebrais foram dissecadas para avaliar a dosagem de malondialdeido (MDA) no
hipocampo (A), cdrtex pré-frontal (B) e corpo estriado (C). Os valores estdo representados como média + EPM.
p<0,05 vs VEICULO; Pp<0,05; ?°p<0,01; **°p<0,001 vs PTZ85. Teste ANOVA, seguido do Tukey como post
hoc. AbreviagGes: PTZ85: pentilenotetrazol 85 mg/kg; EHPV10: extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha 10
mg/kg; EHPV100: extrato hidroalcoolico de prépolis vermelha 100 mg/kg.
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5.2.1.2 Niveis de nitrito/nitrato no hipocampo, cértex pré-frontal e corpo estriado

No hipocampo, verificou-se que no grupo controle PTZ85 o0s niveis de
nitrito/nitrato foram significativamente maiores que no grupo VEICULO. (PTZ85: 94,38 +
15,25 vs VEICULO: 23,00 + 4,313, P < 0,001). O pré-tratamento com EHPV, tanto na dose de
10 mg/kg, quanto na dose de 100 mg/kg foi capaz de diminuir de forma significativa os niveis
de nitrito/nitrato, apds a inducédo das convulsées pelo PTZ (EHPV10 + PTZ85: 35,62 + 2,781
vs PTZ85: 94,38 + 15,25; EHPV100 + PTZ85: 27,54 + 4,987 vs PTZ85: 94,38 + 15,25, P <
0,001). Os resultados sao expressos no Grafico 8A.

Na anélise do cortex pré-frontal, verificou-se que o grupo controle PTZ85
apresentou aumento significativo dos niveis de nitrito/nitrato, quando comparado ao grupo
VEICULO (PTZ85: 107,3 + 8,209 vs VEICULO: 22,32 + 8,283, P < 0,001). O pré-tratamento
com EHPV nas duas doses testadas, 10 mg/kg e 100 mg/kg diminuiu significativamente os
niveis de nitrito/nitrato apo6s as convulsées induzidas por PTZ (EHPV10 + PTZ85: 36,80 +
8,850 vs PTZ85: 107,3 + 8,209 P < 0,001; EHPV100 + PTZ85: 65,42 + 5,448 vs PTZ85:
107,3 £ 8,209, P < 0,01). Os resultados sdo expressos no Grafico 8B.

Os niveis de nitrito/nitrato no corpo estriado dos animais do grupo controle
PTZ85 tiveram aumento significativo, quando comparados aos animais do grupo VEICULO
(PTZ85: 94,95 + 7,970 vs VEICULO: 43,64 + 5611. P < 0,01). O pré-tratamento com
EHPV10 foi capaz de diminuir de forma significativa as concentracdes de nitrito/nitrato apos
a inducdo de convulsbes pelo PTZ (EHPV10 + PTZ85: 47,74 + 12,16 vs PTZ85: 94,95 *
7,970, P < 0,01). O mesmo ndo foi observado com o grupo pré-tratado com EHPV100, onde
ndo houve diferenca significativa nas concentragdes de nitrito/nitrato quando se compara com
0 grupo controle PTZ85 (EHPV100 + PTZ85: 74,75 * 4,352 vs PTZ85: 94,95 + 7,970, P >

0,05). Os resultados estdo expressos no Gréafico 8C.

Gréfico 8 - Efeito da administracdo de EHPV (10 ou 100 mg/kg) sobre a dosagem de
nitrito/nitrato no hipocampo, cortex pré-frontal e corpo estriado de animais submetidos ao

modelo de convulséo induzido por PTZ.
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Os animais (n=8 animais/grupo) foram tratados durante 7 dias com extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha.
No 7° dia do protocolo experimental, os animais foram submetidos ao modelo agudo de convulso induzido por
pentilenotetrazol e as areas cerebrais foram dissecadas para avaliar a dosagem de nitrito/nitarto no hipocampo
(A), cortex pré-frontal (B) e corpo estriado (C). Os valores estdo representados como média + EPM. #p<0,01,
22<0,001 vs VEICULO; p<0,01; ®®p<0,001 vs PTZ85. Teste ANOVA, seguido do Tukey como post hoc.
AbreviagOes: PTZ85: pentilenotetrazol 85 mg/kg; EHPV10: extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha 10
mg/kg; EHPV100: extrato hidroalcoodlico de prépolis vermelha 100 mg/kg.
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5.2.1.3 Niveis de glutationa reduzida (GSH) no hipocampo, cortex pré-frontal e corpo

estriado

No hipocampo, verificou-se que as concentracdes da enzima glutationa reduzida
reduziram significativamente nos animais do grupo controle PTZ85 quando comparados aos
animais do grupo VEICULO. (PTZ85: 642,9 + 20,15 vs VEICULO: 2398,0 + 105,9, P <
0,001). O pré-tratamento com EHPV, tanto na dose de 10 mg/kg, quanto na dose de 100
mg/kg foi capaz de aumentar de forma significativa os niveis de GSH, apds a inducao das
convulsdes pelo PTZ (EHPV10 + PTZ85: 1457 + 62,40 vs PTZ85: 642,9 = 20,15 P < 0,01;
EHPV100 + PTZ85: 1301 + 222,1 vs PTZ85: 642,9 + 20,15, P < 0,05). Os resultados séo
expressos no Grafico 9A.

Na analise do cértex pré-frontal, verificou-se que o grupo controle PTZ85
apresentou reducio significativa dos niveis de GSH, quando comparado ao grupo VEICULO
(PTZ85: 639,2 + 66,30 vs VEICULO: 2784,0 + 125,4, P < 0,001). O pré-tratamento com
EHPV nas duas doses testadas, 10 mg/kg e 100 mg/kg aumentou significativamente os niveis
de glutationa reduzida, ap6s as convulsdes induzidas por PTZ (EHPV10 + PTZ85: 1249,0 +
26,20 vs PTZ85: 639,2 + 66,30 P < 0,001; EHPV100 + PTZ85: 1015,0 + 41,80 vs PTZ85:
639,2 + 66,30, P < 0,05). Os resultados estdo expressos no Grafico 9B.

Os niveis de GSH no corpo estriado dos animais do grupo controle PTZ85
tiveram reducdo significativa, quando comparados aos animais do grupo VEICULO (PTZ85:
738,8 + 95,02 vs VEICULO: 1749 + 25,77. P < 0,001). O pré-tratamento com EHPV10 foi
capaz de aumentar de forma significativa as concentracdes de GSH, apds a inducdo de
convulsdes pelo PTZ (EHPV10 + PTZ85: 1164,0 + 186,1 vs PTZ85: 738,8 + 95,02, P < 0,05).
O mesmo nao foi observado com o grupo pré-tratado com EHPV100, onde ndo houve
diferenca significativa nas concentracdes de glutationa reduzida quando se compara com 0
grupo controle PTZ85 (EHPV100 + PTZ85: 1019,0 + 29,29 vs PTZ85: 738,8 + 95,02,P >
0,05). Os resultados estdo expressos no Gréafico 9C.

Gréfico 9 - Efeito da administracdo de EHPV (10 ou 100 mg/kg) sobre a dosagem de GSH no
hipocampo, cortex pré-frontal e corpo estriado de animais submetidos ao modelo de
convulséo induzido por PTZ.
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Os animais (n=8 animais/grupo) foram tratados durante 7 dias com extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha.
No 7° dia do protocolo experimental, os animais foram submetidos ao modelo agudo de convulséo induzido por
pentilenotetrazol e as areas cerebrais foram dissecadas para avaliar a dosagem de glutationa reduzida (GSH) no
hipocampo (A), cdrtex pré-frontal (B) e corpo estriado (C). Os valores estéo representados como média = EPM.
a2n<(,001 vs VEICULO; Pp<0,05; *°p<0,01; ®*°p<0,001 vs PTZ85. Teste ANOVA, seguido do Tukey como post
hoc. AbreviagGes: PTZ85: pentilenotetrazol 85 mg/kg; EHPV10: extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha 10
mg/kg; EHPV100: extrato hidroalcoodlico de prépolis vermelha 100 mg/kg.
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5.2.2 Efeito da administracao do extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha (EHPV) sobre
0s marcadores de estresse oxidativo/nitrosativo e de defesa antioxidante no cérebro de

camundongos submetidos ao modelo de convulséo induzido por pilocarpina (PILO)

5.2.2.1 Grau de peroxidacao lipidica no hipocampo, cértex pré-frontal e corpo estriado, por
meio da dosagem de malondialdeido (MDA)

Na andlise do hipocampo (Grafico 10A), observou-se que o grupo controle
PILO400 apresentou niveis de MDA significativamente mais elevados que 0 grupo
VEICULO. (PILO400: 791,0 + 28,19 vs VEICULO: 5705 + 29,27, P < 0,001). O pré-
tratamento com EHPV foi capaz de diminuir de forma significativa os niveis de MDA nas
duas doses testadas, 10 e 100 mg/kg, ap6s a inducdo das convulsbes pela pilocarpina
(EHPV10 + PILO400: 550,4 + 13,92 vs PILO400: 791,0 £ 28,19 ; EHPV100 + PILO400:
515,2 + 11,25 vs PILO400: 791,0 + 28,19, P < 0,001).

No cortex pré-frontal, verificou-se que o grupo controle PILO400 apresentou
aumento significativo dos niveis de MDA, quando comparado ao grupo VEICULO, ou seja,
no grupo PILO, os animais apresentaram maior grau de lipoperoxidagdo (PILO400: 658,1 +
24,72 vs VEICULO: 429,9 + 79,74, P < 0,05). O pré-tratamento com EHPV nas duas doses
testadas, 10 mg/kg e 100 mg/kg diminuiu significativamente os niveis de MDA, ap0s as
convulsdes induzidas pela pilocarpina (EHPV10 + PILO400: 394,0 + 48,24 vs PILO400:
658,1 + 24,72; EHPV100 + PILO400: 355,1 + 19,73 vs PILO400: 658,1 + 24,72, P < 0,01).
Os resultados sdo expressos no Grafico 10B.

Os niveis de malondialdeido (MDA) no corpo estriado dos animais do grupo
controle PILO400 tiveram aumento significativo, quando comparados aos animais do grupo
VEICULO (PILO400: 814,6 + 166,4 vs VEICULO: 466,8 + 59,02, P < 0,05). O pré-
tratamento com EHPV tanto na dose de 10 mg/kg, quanto na dose de 100 mg/kg foi capaz de
diminuir de forma significativa as concentra¢fes de MDA, apos a indugdo de convulsGes pela
pilocarpina (EHPV10 + PILO400: 390,4 + 42,34 vs PILO400: 814,6 + 166,4; EHPV100 +
PILO400: 373,0 £ 42,34 vs PILO400: 814,6 + 166,4 P < 0,01). Os resultados estdo expressos
no Gréfico 10C.

Gréfico 10 - Efeito da administracdo de EHPV (10 ou 100 mg/kg) sobre a dosagem de MDA
no hipocampo, cortex pré-frontal e corpo estriado de animais submetidos ao modelo de

convulséo induzido pela pilocarpina.
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Os animais (n=8 animais/grupo) foram tratados durante 7 dias com extrato hidroalcoolico de propolis vermelha.
No 7° dia do protocolo experimental, os animais foram submetidos ao modelo agudo de convulsdo induzido pela
pilocarpina e as areas cerebrais foram dissecadas para avaliar a dosagem de malondialdeido (MDA) no
hipocampo (A), cdrtex pré-frontal (B) e corpo estriado (C). Os valores estéo representados como média = EPM.
p<0,05, *2p<0,001 vs VEICULO; °p<0,01; **Pp<0,001 vs PILO400. Teste ANOVA, seguido do Tukey como
post hoc. AbreviacBes: PILO400: Pilocarpina 400 mg/kg; EHPV10: extrato hidroalcodlico de propolis vermelha
10 mg/kg; EHPV100: extrato hidroalcodlico de prdpolis vermelha 100 mg/kg.
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5.2.2.2 Niveis de nitrito/nitrato no hipocampo, cértex pré-frontal e corpo estriado

No hipocampo, verificou-se que no grupo controle PILO400 os niveis de
nitrito/nitrato foram significativamente maiores que no grupo VEICULO. (PILO400: 88,89 +
8,879 vs VEICULO: 23,00 + 4,313, P < 0,001). O pré-tratamento com EHPV, tanto na dose de
10 mg/kg, quanto na dose de 100 mg/kg foi capaz de diminuir de forma significativa os niveis
de nitrito/nitrato, apos a inducdo das convulsdes pela pilocarpina (EHPV10 + PILO: 29,73 +
5,651 vs PILO400: 88,89 + 8,879; EHPV100 + PILO400: 18,59 + 4,218 vs PILO400: 88,89 +
8,879, P < 0,001). Os resultados sdo expressos no Grafico 11A.

Na anélise do cortex pre-frontal, verificou-se que o grupo controle PILO400
apresentou aumento significativo dos niveis de nitrito/nitrato, quando comparado ao grupo
VEICULO (PILO400: 227,5 + 32,14 vs VEICULO: 22,32 + 8,283, P < 0,001). O pré-
tratamento com EHPV nas duas doses testadas, 10 mg/kg e 100 mg/kg diminuiu
significativamente os niveis de nitrito/nitrato, ap6s as convulsdes induzidas pela pilocarpina
(EHPV10 + PILO400: 62,73 £+ 7,227 vs PILO400: 227,5 + 32,14; EHPV100 + PTZ85: 78,38
+ 7,706 vs PILO400: 227,5 + 32,14, P < 0,001). Os resultados sdo expressos no Grafico 11B.

Os niveis de nitrito/nitrato no corpo estriado dos animais do grupo controle
PILO400 tiveram aumento significativo, quando comparados aos animais do grupo
VEICULO (PILO400: 116,0 + 9,639 vs VEICULO: 39,49 + 6,176. P < 0,001). O pré-
tratamento com EHPYV tanto na dose de 10 mg/kg, quanto na dose de 100 mg/kg foi capaz de
diminuir de forma significativa as concentragdes de nitrito/nitrato, ap6s a inducdo de
convulsdes pela pilocarpina (EHPV10 + PILO400: 60,03 + 6,783 vs PILO400: 116,0 £ 9,639;
EHPV100 +PILO400: 51,72 + 8,669 vs PILO400: 116,0 £ 9,639, P < 0,001). Os resultados

estdo expressos no Grafico 11C.

Gréfico 11 - Efeito da administracdo de EHPV (10 ou 100 mg/kg) sobre a dosagem de
nitrito/nitrato no hipocampo, cortex pré-frontal e corpo estriado de animais submetidos ao

modelo de convulséo induzido pela pilocarpina.
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Os animais (n=8 animais/grupo) foram tratados durante 7 dias com extrato hidroalcodlico de propolis vermelha.
No 7° dia do protocolo experimental, os animais foram submetidos ao modelo agudo de convulséo induzido pela
pilocarpina e as areas cerebrais foram dissecadas para avaliar a dosagem de nitrito/nitarto no hipocampo (A),
cortex pré-frontal (B) e corpo estriado (C). Os valores estdo representados como média + EPM. ##p<0,001 vs
VEICULO:; "™p<0,001 vs PILO400. Teste ANOVA, seguido do Tukey como post hoc. Abreviagdes: PILO400:
pilocarpina 400 mg/kg; EHPV10: extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha 10 mg/kg; EHPV100: extrato
hidroalcodlico de prdpolis vermelha 100 mg/kg.
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5.2.2.3 Niveis de glutationa reduzida (GSH) no hipocampo, cortex pré-frontal e corpo
estriado

No hipocampo, verificou-se que as concentracdes da enzima glutationa reduzida
reduziram significativamente nos animais do grupo controle PILO400 quando comparados
aos animais do grupo VEICULO. (PILO400: 635,4 + 28,75 vs VEICULO: 2398,0 + 105,9, P
< 0,001). O pré-tratamento com EHPV10 foi capaz de aumentar de forma significativa as
concentracdes de GSH, apos a inducdo de convulsdes pela pilocarpina (EHPV10 + PILO400:
1270,0 + 148,0 vs PILO400: 635,4 + 28,75, P < 0,01). O mesmo nédo foi observado com o
grupo pré-tratado com EHPV100, onde ndo houve diferenca significativa nas concentraces
de glutationa reduzida quando se compara com o grupo controle PILO400 (EHPV100 +
PILO400: 1030,0 £ 35,29 vs PILO400: 635,4 = 28,75, P > 0,05). Os resultados estdo
expressos no Gréafico 12A.

Na anélise do cortex preé-frontal, verificou-se que o grupo controle PILO400
apresentou reducdo significativa dos niveis de GSH, quando comparado ao grupo VEICULO
(PILO400: 592,6 + 49,35 vs VEICULO: 2784,0 + 125,4, P < 0,001). O pré-tratamento com
EHPV nas duas doses testadas, 10 mg/kg e 100 mg/kg aumentou significativamente os niveis
de glutationa reduzida, ap6s as convulsdes induzidas por PILO400 (EHPV10 + PILO400:
1321,0 + 104,8 vs PILO400: 592,6 + 49,35, P < 0,001; EHPV100 + PILO400: 1083,0 + 42,68
vs PILO400: 592,6 + 49,35, P < 0,05). Os resultados estdo expressos no Grafico 12B.

Os niveis de GSH no corpo estriado dos animais do grupo controle PILO400
tiveram reducdo significativa, quando comparados aos animais do grupo VEICULO
(PILO400: 680,1 + 26,64 vs VEICULO: 1749 + 25,77. P < 0,001). O pré-tratamento com
EHPV10 foi capaz de aumentar de forma significativa as concentracbes de glutationa
reduzida, apés a inducdo de convulsbes pelo pilocarpina (EHPV10 + PILO400: 1183,0 +
149,8 vs PILO400: 680,1 + 26,64, P < 0,01). Entretanto, os animais do grupo pré-tratado com
EHPV100, nao apresentaram diferenca significativa nas concentracdes de glutationa reduzida
no corpo estriado quando comparados aos animais do grupo controle PILO400 (EHPV100 +
PILO400: 980,5 £ 99,47 vs PILO400: 680,1 + 26,64, P > 0,05). Os resultados estdo expressos
no Gréfico 12C.

Gréfico 12 - Efeito da administracdo de EHPV (10 ou 100 mg/kg) sobre a dosagem de GSH
no hipocampo, cortex pré-frontal e corpo estriado de animais submetidos ao modelo de

convulséo induzido pela pilocarpina.
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Os animais (n=8 animais/grupo) foram tratados durante 7 dias com extrato hidroalcod6lico de propolis vermelha.
No 7° dia do protocolo experimental, os animais foram submetidos ao modelo agudo de convulsdo induzido pela
pilocarpina e as areas cerebrais foram dissecadas para avaliar a dosagem de glutationa reduzida (GSH) no
hipocampo (A), cdrtex pré-frontal (B) e corpo estriado (C). Os valores estéo representados como média = EPM.
22n<(0,001 vs VEICULO; °p<0,05; °p<0,01; °p<0,001 vs PILO400. Teste ANOVA, seguido do Tukey como
post hoc. AbreviacBes: PILO400: pilocarpina 400 mg/kg; EHPV10: extrato hidroalco6lico de prépolis vermelha
10 mg/kg; EHPV100: extrato hidroalcodlico de prdpolis vermelha 100 mg/kg.
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5.3 Avaliacéo da resposta anti-inflamatdria

5.4.1 Efeito da administracdo do extrato hidroalcoolico de propolis vermelha (EHPV) na
resposta inflamatdria no hipocampo, por meio da dosagem de IL-18 em camundongos
submetidos ao modelo de convulséo induzido por pentilenotetrazol (PTZ)

As concentragdes de IL-1p tiveram seus niveis aumentados de forma significativa no
hipocampo dos animais do grupo controle PTZ85, quando comparados aos animais do grupo
VEICULO (PTZ85: 550,4 + 66,12 vs VEICULO: 255,4 + 17,07, P < 0,001). O pré-tratamento
com EHPV nas duas doses testadas, 10 mg/kg e 100 mg/kg foi capaz de reverter de forma
significativa o aumento da citocina pro-inflamatéria IL-1p (EHPV10 + PTZ85: 258,3 + 24,67
vs PTZ85: 550,4 + 66,12; EHPV100 + PTZ85: 276,8 + 25,33 vs PTZ85: 550,4 + 66,12, P <

0,001). Os resultados estdo expressos no Grafico 13.

Grafico 13 - Efeito da administracdo de EHPV (10 ou 100 mg/kg) sobre a dosagem de IL-1§

no hipocampo de animais submetidos ao modelo de convulsdo induzido por PTZ
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Os animais (n=8 animais/grupo) foram tratados durante 7 dias com extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha.
No 7° dia do protocolo experimental, os animais foram submetidos ao modelo agudo de convulséo induzido por
PTZ e as areas cerebrais foram dissecadas para avaliar a dosagem de IL-1f no hipocampo. Os valores estdo
representados como média = EPM. 22p<0,001 vs VEICULO; **’p<0,001 vs PTZ85. Teste ANOVA, seguido do
Tukey como post hoc. Abreviagdes: PTZ85: pentilenotetrazol 85 mg/kg; EHPV10: extrato hidroalcodlico de
prépolis vermelha 10 mg/kg; EHPV100: extrato hidroalcoolico de prépolis vermelha 100 mg/kg.
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5.3.2 Efeito da administracdo do extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha (EHPV) na
resposta inflamatdria no hipocampo, por meio da dosagem de IL-18 em camundongos

submetidos ao modelo de convulséo induzido por pilocarpina (PILO)

As concentracOes de IL-1B aumentaram significativamente no hipocampo dos animais
do grupo controle PILO400, quando comparados aos animais do grupo VEICULO (P1LO400:
429,7 + 45,61 vs VEICULO: 255,4 + 17,07, P < 0,001). O pré-tratamento com EHPV tanto na
dose de 10 mg/kg, quanto na dose de 100 mg/kg foi capaz de reverter de forma significativa o
aumento de IL-1p (EHPV10 + PILO400: 302,5 + 23,49 vs PILO400: 429,7 + 45,61;
EHPV100 + PILO400: 313,8 + 5,962 vs PILO400: 429,7 + 45,61, P < 0,05). Os resultados

estdo expressos no Grafico 14.

Grafico 14 - Efeito da administracdo de EHPV (10 ou 100 mg/kg) sobre a dosagem de IL-1§
no hipocampo de animais submetidos ao modelo de convulséo induzido por pilocarpina
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Os animais (n=8 animais/grupo) foram tratados durante 7 dias com extrato hidroalcodlico de prépolis vermelha.
No 7° dia do protocolo experimental, os animais foram submetidos ao modelo agudo de convulsdo induzido por
pilocarpina e as areas cerebrais foram dissecadas para avaliar a dosagem de IL-1B no hipocampo. Os valores
estdo representados como média + EPM. #2p<0,001 vs VEICULO; ®p<0,05 vs PILO400. Teste ANOVA, seguido
do Tukey como post hoc. Abreviagdes: PILO400: pilocarpina 400 mg/kg; EHPV10: extrato hidroalcoodlico de
prépolis vermelha 10 mg/kg; EHPV100: extrato hidroalcoolico de prépolis vermelha 100 mg/kg.
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6 DISCUSSAO

Para investigar se possiveis efeitos antioxidantes e anti-inflamatdrios podem estar
envolvidos nas agdes neuroprotetoras do EHPV durante o processo convulsivo, foi realizado
nesse trabalho um pré-tratamento com EHPV nas doses de 10 e 100 mg/kg, por via oral,
durante sete dias consultivos e, no sétimo dia, poucos minutos apos a administracdo de EHPV,
0s animais receberam PTZ 85 mg/kg e PILO 400 mg/kg de forma aguda. As doses foram
selecionadas com base em estudos anteriores que demonstraram efeitos anti-inflamatérios,
antioxidantes e neuroprotetores (BARBOSA et al., 2015; BEZERRA et al., 2017;
CAVENDISH et al., 2015).

A administracdo de EHPV nas doses de 10 mg/kg e 100 mg/kg em roedores pode
ser considerada segura, pois em um estudo que avaliou o perfil de toxicidade aguda e
subaguda do EHPV em murinos, ndo foram observados efeitos letais para doses abaixo de 300
mg/kg, embora tenham sido observados alguns sinais de toxicidade para essa dose exata.
Além disso, a maior parte dos sinais de toxicidade subaguda apareceram somente quando
foram administradas doses acima de 200 mg/kg. (DA SILVA et al., 2015).

O presente estudo demonstrou que a administracdo sistémica dos agentes
pentilenotetrazol 85 mg/kg e pilocarpina 400 mg/kg levaram a ocorréncia de convulsfes nos
camundongos. Esses achados corroboram com a literatura, uma vez que ja foi bem
demonstrado que, em modelo animal, o0 PTZ na dose de 85 mg/kg mimetiza auséncia
generalizada e/ou crises mioclonicas em humanos (LOSCHER, 1998), devido a inibigdo dos
canais de Cl- associados aos receptores GABA (LOSCHER et al, 1998) e pela estimulagio e
modificacdo da densidade e da sensibilidade de diferentes subtipos de receptores de glutamato
(WHITE et al., 2007). Além disso, ja estd descrito na literatura que a pilocarpina leva a
ocorréncia de epilepsia do lobo temporal (PINHEIRO, 2002), por exacerbacdo da atividade
colinérgica, provavelmente por influéncia direta, aumentando a acdo da ACh circulante,
modificando o binding dos receptores muscarinicos (HRUSKA et al., 1984) e diminuindo a
atividade da enzima acetilcolinesterase (IMPERATO et al., 1998).

Os resultados deste estudo mostram que as convulsdes induzidas por pilocarpina,
nos animais pré-tratados com EHPV por sete dias consecutivos, tanto na dose de 10 mg/kg
guanto na dose de 100 mg/kg foram atenuadas, sendo observado, de forma significativa, o
aumento do tempo para o inicio da primeira convulsdo, o aumento do intervalo de tempo, em
segundos, entre a ocorréncia da primeira convulsdo e a morte dos animais e 0 aumento da

laténcia de morte, quando comparados aos animais tratados apenas com pilocarpina 400
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mg/kg. O aumento desses trés parametros indica que o EHPV nas duas doses testadas,
apresenta acdo neuroprotetora importante e, até mesmo, possiveis propriedades
anticonvulsivantes.

A investigacdo do mecanismo anticonvulsivantes pela via colinérgica, foi
realizada através do modelo da pilocarpina, um agonista muscarinico, que em doses elevadas
induz alteragbes comportamentais, como convulsdes e lesdes cerebrais em ratos e
camundongos devido a uma superestimulacéo cortical promovida por esse agente (FREITAS
et al, 2006). As analises comportamentais para a laténcia de convulsdo e morte nos permitem
sugerir que o EHPV pode possuir um provavel mecanismo anticonvulsivante pela via
colinérgica.

A ativacdo colinérgica se mostra essencial para o inicio do processo convulsivo
em modelos de epilepsia do lobo temporal, uma vez que este processo convulsivo pode ser
inibido pelo pré-tratamento com o antagonista muscarinico atropina (MARINHO et al.,
1998). O agosnista muscarinico pilocarpina exacerba a atividade colinérgica, provavelmente
por influéncia direta, aumentando a acdo da ACh circulante, modificando o binding dos
receptores muscarinicos (HRUSKA et al, 1984) e diminuindo a atividade
acetilcolinesterasica (IMPERATO et al., 1998).

O pré-tratamento com EHPV nas duas doses testadas, 10 e 100 mg/kg em doses
repetidas foi capaz de aumentar consideravelmente os pardmetros comportamentais: tempo
para o inicio da primeira convulsao, intervalo de tempo, em segundos, entre a ocorréncia da
primeira convulsdo e a morte dos animais e laténcia de morte, nos animais do grupo EHPV10
+ PTZ85 e EHPV100 + PTZ85 quando comparados aos animais tratados apenas com
pentilenotetrazol 85 mg/kg.

Sabendo que o sistema GABAérgico apresenta participacao direta na manutengéo
e/ou propagacdo do processo convulsivo, uma vez que a diminuicdo da hiperpolarizacédo
promovida pelo GABA, e 0 consequente aumento da excitacdo glutamatérgica ainda sdo
considerados uns dos principais mecanismos envolvidos na geragdo de crises convulsivas.
(KANDEL et al., 2014), podemos inferir que o aumento significativo desses trés parametros
comportamentais observados no modelo induzido por PTZ indica que o EHPV, nas duas doses
testadas, apresenta acdo neuroprotetora importante e, até mesmo, possiveis propriedades
anticonvulsivantes pela via GABAérgica.

Além dos parametros comportamentais, laténcia de primeira convulsdo e laténcia
de morte, avaliar o intervalo de tempo entre o aparecimento da 12 convulsdo e a morte do

animal, torna-se importante, uma vez que extrapolando esse modelo experimental de
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convulsdo para uma situacdo clinica hipotética, quanto mais tempo existir entre o da 12
convulsdo e a possibilidade 6bito do paciente decorrente do processo convulsivo, maiores e
melhores podem ser as intervencBes que podem ser realizadas e o prognostico do paciente.
Neste contexto, pode-se dizer que a PVB possui um efeito neuroprotetor importante capaz de
aumentar de forma significativa esse parametro (CRUZ, 2012)

A hiperexcitabilidade neuronal e a lesdo oxidativa produzida por uma producéao
excessiva de radicais livres podem desempenhar um papel importante na epilepsia, uma vez
que o cérebro é um orgao extremamente suscetivel ao estresse oxidativo, sendo considerado o
Orgdo mais aerobicamente ativo do corpo devido as suas altas demandas metabolicas
(GERONZI et al., 2018).

O cérebro do ser humano necessita consumir pelo menos 20% do oxigénio total
basal para sustentar a atividade neuronal excessiva que é dependente de ATP. Entre 0s motivos
que tornam o cérebro bastante suscetivel ao estresse oxidativo estd a alta concentracdo de
acidos graxos insaturados que contribuem com a formac&o exarcebada de radicais livres, que
consequentemente leva ao aumento do processo de lipoperoxidacdo, tendo como um dos
principais produtos de liberacdo da membrana celular lesada, o malondialdeido (MDA)
(PALTA et al., 2014; SIWEK et al., 2013; COBLEY et al., 2018).

Neste estudo, a concentracbes de MDA no hipocampo, cértex pré-frontal e corpo
estriado foram significativamente maiores nos grupos que receberam apenas pentilenotetrazol
ou pilocarpina quando comparados ao grupo VEICULO. Menon et al. (2012) investigou se 0
aumento dos niveis de estresse oxidativo em pacientes com epilepsia é resultado da prépria
doenca ou estd relacionado a acdo dos agentes anticonvulsivantes. Os resultados
demonstraram que houve um aumento significativo nos niveis de MDA em pacientes com
epilepsia, em comparacdo com os grupos controles. Os achados do presente estudo
corroboram com a literatura e mostram que a administracdo aguda de pentilenotetrazol ou de
pilocarpina causa um aumento acentuado de MDA, sugerindo assim o aumento da liberagédo
de metabolitos reativos de oxigénio e consequente ataque oxidativo em &cidos graxos
poliinsaturados, que estdo muito presentes no cérebro.

Além disso, estudos pré-clinicos realizados anteriormente demonstraram que a
administracao de pilocarpina 400 mg/kg e/ou pentilenotetrazol 85 mg/kg aumentou de forma
significativa os niveis de MDA no coértex pre-fronral, hipocampo e corpo estriado de
camundongos submetidos a modelos agudos de convulsdo induzidos por esses agentes
convulsivantes, quando comparados aos animais dos grupos veiculos CARVALHO et al.,
2019; CAVALCANTE, 2017).
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No presente estudo, observou-se que o pré-tratamento com extrato hidroalcéolico
de propolis vermelha na dose de 10 mg/kg, em doses repetidas foi capaz de reduzir os niveis
de MDA de forma significativa nas trés areas cerebrais, hipocampo, corpo estriado e cortex
pré-frontal, nos dois modelos de convulsdo analisados. Entretanto, o pré-tratamento com
EHPV 100 mg/kg por sete dias consecutivos foi capaz de atenuar de forma significativa, os
niveis de MDA nas trés &reas cerebrais avaliadas apenas no modelo de convulsdo induzido
pela pilocarpina. Nas convulsdes induzidas por pentilenotetrazol, o pré-tratamento com EHPV
na dose de 100 mg/kg foi capaz de reduzir significativamente os niveis de MDA no
hipocampo e no cortex pré-frontal, ndo apresentado diferenca significativa no corpo estriado.

Os achados do presente estudo corroboram com os resultados de um estudo
conduzido por Teles et al., (2015), que demostrou uma reducéo significativa dos niveis de
MDA na urina de animais submetidos a um modelo de ablacdo renal e pré-tratado com PVB
na dose 150 mg/kg, em doses repetidas, quando comparados aos animais que ndo receberam
PVB.

Por outro lado, um estudo conduzido por Bezerra et al., (2016) avaliou os efeitos
do EHPV, na dose 10 mg/kg, nos niveis de MDA em um modelo animal de colite ulcerativa
induzido por &cido acético, ndo sendo observada diferenca significa entre os grupos tratados
com EHPV e os ndo tratados. Entretanto o proprio estudo afirma que o tempo experimental de
curto prazo de 24 h pode ter sido menor do que o tempo necessario para haver uma resposta
antioxidante eficaz por parte do EHPV. Esse achado ratifica ainda mais a escolha, no presente
estudo, de se realizar um pré-tratamento com EHPV em doses repetidas.

Em relacdo as dosagens de nitrito/nitrato, observou-se que os animais que foram
submetidos aos modelos de convulsdo induzidos por pentilenotetrazol 85 mg/kg e pilocarpina
400 mg/kg tiveram niveis consideravelmente elevados de nitrito/nitrato quando comparados
ao grupo veiculo. O pré-tratamento com extrato hidroalcoolico de prépolis vermelha na dose
de 10 mg/kg, por sete dias consecutivos foi capaz de reduzir os niveis de nitrito e nitrato de
forma significativa nas trés areas cerebrais estudadas: hipocampo, corpo estriado e cortex pre-
frontal, nos dois modelos de convulsdo analisados. Ja o pré-tratamento com EHPV 100 mg/kg
em doses repetidas foi capaz de atenuar de forma significativa, os niveis de nitrito/nitrato nas
trés areas cerebrais avaliadas apenas no modelo de convulséo induzido pela pilocarpina. Nas
convulsdes induzidas por pentilenotetrazol, o pre-tratamento com EHPV na dose de 100
mg/kg foi capaz de reduzir significativamente os niveis de espécies reativas de nitrogénio no
hipocampo e no cortex pré-frontal. Ndo havendo diferenca significativa no corpo estriado.

Bezerra et al., (2016) conduziram um estudo no qual foram avaliados os efeitos
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anti-inflamatorios e antioxidantes do pré-tratamento com EHPV, por via oral, durante 7 dias
consecutivos, nas doses de 10 e 100 mg/kg em roedores submetidos a um modelo de colite
ulcerativa induzido por acido acético. Os resultados obtidos no estudo demonstraram que 0s
animais tratados com EHPV, em ambas as doses testadas, apresentaram reducdo de danos
causados pela acdo das espécies reativas de nitrogénio (nitrito/nitrato), devido a diminuicao
significativa da expressdao de iNOS nos animais pré-tratados com EHPV. Esses dados
corroboram de forma importante com os nossos achados.

A Glutationa reduzida € uma das principais enzimas que fazem parte das defesas
enddgenas do corpo contra o estresse oxidativo (PALTA et al., 2014; SIWEK et al., 2013).
Dessa forma, o aumento dos niveis de GSH esta relacionado com a reducdo do desequilibrio
oxidativo em doencas neurodegenerativas (VASCONCELOS et al., 2015; LIMA, 2016;
SOUSA et al., 2015).

A disfungdo mitocondrial esta intimamente ligada ao estresse oxidativo e acredita-
se que seja importante em lesdes agudas e no desenvolvimento de epilepsia cronica adquirida
(YUEN et al., 2018). Dessa forma, aferir a concentracdo de GSH em modelos experimentais
com drogas promissoras para tratamento de doencas do SNC, como na epilepsia, € uma
excelente maneira de avaliar a eficacia terapéutica potencial na manutencdo do potencial
redox celular (OWEN et al., 2010).

No estudo em questdo, as concentracfes de GSH nas areas cerebrais, hipocampo,
cortex pré-frontal e corpo estriado foram significativamente menores nos animais dos grupos
gue receberam apenas 0s agentes quimioconvulsivantes, quando comparados aos animais do
grupo veiculo. Esses achados estdo de acordo com os resultados da pesquisa conduzida por
Carvalho et al., (2019) que demontrou que a administracdo aguda de pilocarpina 400 mg/kg
foi capaz de rezudir significativamente os niveis de glutationa reduzida no hipocampo e
cortex pré-frontal de camundongos.

O pré-tratamento com extrato hidroalcéolico de propolis vermelha na dose de 10
mg/kg por sete dias consecutivos foi capaz de aumentar de forma significativa, os niveis de
glutationa reduzida nas trés areas cerebrais estudadas: hipocampo, corpo estriado e cortex pré-
frontal nos dois modelos de convulsdo analisados (pilocarpina e pentilenotetrazol). Ja o pré-
tratamento com EHPV 100 mg/kg em doses repetidas foi capaz de aumentar
significativamente, os niveis de GSH, apenas no hipocampo e no cortex pré-frontal dos
animais submetidos aos modelos de convulséo induzidos por PTZ e PILO. N&o houve

diferenga significativa nos niveis de GSH corpo estriado em ambos os modelos de convuls&o.
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Tohamy et al., (2013) utilizou um modelo animal de nefrotoxicidade induzido por
cisplatina, sendo observado que os niveis de glutationa reduzida no tecido renal foram
significativamente diminuidos quando comparados aos animais que ndo receberam o agente
antineoplasico. Esse estudo demonstrou que o tratamento com propolis na dose de 8,4 mg/kg
foi capaz de restabelecer de forma significativa a producdo dessas enzimas antioxidantes
enddgenas, corroborando de certa forma com os resultados do presente estudo.

A avaliacdo da resposta inflamatdria, através da dosagem de citocinas revelou que
as convuls@es induzidas por pentilenotetrazol e pilocarpina aumentaram significativamente a
concentracdo de uma importante citocina pré-inflamatoria, a interleucina-1p. Esses resultados
corroboram com estudos anteriores que mostraram que animais submetidos a modelos de
convulsdo e epilepsia induzidos por drogas quimoconvulsivantes apresentaram uma resposta
neuroinflamatdria com elevacdo dos niveis de IL-1p em areas cerebrais afetadas pela leséo
primaria, principalmente no hipocampo. (CHENG et al., 2018; MARCHI; LERNER-
NATOLI, 2012; GIANNONI et al., 2018; VAN VLIET et al., 2018; KLEMENT et al., 2019).

Ja esta descrito na literatura que a elevagdo dos niveis de IL-1p no cérebro esta
diretamente relacionada com a ocorréncia de varios tipos de crises convulsivas, incluindo a
FIRES que ocorre com mais frequéncia em criangas e adolescentes. Uma das primeiras
evidéncias demonstrando que a sinalizagdo de receptores IL-1R contribui para a geracgdo e
intensificacdo de crises convulsivas foi fornecida por estudos que mostraram que a injegéo
intra-hipocampal de IL-1p aumentou de forma significativa a atividade convulsiva aguda em
roedores que receberam injecdes intracerebrais de agentes quimioconvulsivantes. (VEZZANI
etal., 2011).

O pré-tratamento com extrato hidroalcoolico de prépolis vermelha nas duas doses
testadas, 10 e 100 mg/kg foi capaz de reduzir de forma significativa a concentragdo de IL-1
no hipocampo dos animais submetidos aos dois modelos de convulsdo analisados nesse
estudo. Os nossos resultados corroboram com estudos anteriores que demonstraram efeitos
anti-inflamatorios importantes de alguns compostos da PVB. Min et al., (2015) mostraram
que a isoliquiritigenina, flavonoide encontrado na PVB foi capaz de reduzir de forma
significativa os niveis de IL-1p e de outros marcadores inflamatorios em modelo de colite
induzida por &cido trinitrobenzeno sulfonico (TNBS) em ratos. Outro estudo, conduzido por
Wang et al. (2012) testou in vitro um tratamento com o flavonoide formononetina, encontrado
em grandes concentragdes na PVB, sobre células produtoras de insulina do péncreas e
avaliaram a produgéo de IL-1B, e de outros marcadores inflamatorios. Os resultados

mostraram que a formononetina foi capaz de inibir o fator de transcricdo NF-Kf, impedindo o
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aumento dos niveis de IL-1p.

Diversos estudos presentes na literatura sugerem que o EHPV apresenta potentes
atividades anti-inflamatorias em diversos modelos experimentais, como cicatrizacdo de
queimaduras (DE ALMEIDA et al., 2013), lesdo de nervos periféricos (BARBOSA et al.,
2015), em ensaios de migracdo intraperitoneal de leucdcitos e edema de pata (LIMA
CAVENDISH et al., 2015), em modelos de hemissec¢do da medula espinhal em ratos,
(KASAL et al., 2011), apés lesdo medular (DOS SANTOS, 2013) e lesdo de nervo ciatico
(BARBOSA et al., 2015) em animais.

Cavendish et al, 2015 demostram em um estudo, que o tratamento com EHPV na
dose de 10 mg/kg foi capaz de reduzir significativamente a inflamag&o induzida em modelo
de edema de pata, além de apresentar, na mesma dose, importante atividade antinociceptiva
em um modelo de dor induzido por glutamato. Uma vez que o glutamato é considerado o
principal neurotransmissor excitatério do SNC, pode-se inferir que a potente acdo inibitdria
do EHPV sobre o glutamato pode repercutir também nos processos convulsivos ocasionados
pela excitoxicidade exacerbada promovida por esse neurotransmissor.

Além disso, compostos isolados da PVB demonstraram acdes neuroprotetoras, in
vivo em modelo animal de isquemia e trauma cerebral, por meio da reducdo da resposta
inflamat6ria (LIANG et al., 2014; ZHU et al., 2014; LI et al., 2014; ARAS et al., 2015;
WANG et al., 2015).

Considerando tudo o que foi abordado sobre o papel da inflamagcdo na
fisiopatologia da epilepsia, especula-se que a administracdo oral de EHPV apresenta potencial
capacidade de minimizar os danos teciduais provenientes do processo inflamatério observado
nesses modelos experimentais de convulsao.

Diante do que foi exposto, a administracdo de EHPV demonstrou resultados
promissores nos testes comportamentais, na avaliacdo do estresse oxidativo e nitrosativo e nas
concentragcfes da citocina pré-inflamatéria IL-1B, sugerindo, assim, que o EHPV possui um
perfil de neuroprotecdo importante. Dessa forma, pode-se sugerir que o uso da propolis
vermelha brasileira poderia ser uma opcdo terapéutica no tratamento de disturbios

neuroldgicos com bases fisiopatoldgicas na inflamacé&o e no estresse oxidativo.
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7 CONCLUSAO

A analise dos resultados apresentados neste trabalho permitiu as seguintes conclusdes:

v

O extrato hidroalcdolico de propolis vermelha, nas doses de 10 e 100 mg/kg foi capaz
de reduzir consideravelmente a ocorréncia de convulsées em animais pré-tratados por
sete dias consecutivos e, logo apés, submetidos a inducdo de convulsédo por PTZ e
PILO.

O extrato hidroalcoolico de propolis vermelha, nas doses de 10 e 100 mg/kg foi capaz
de aumentar significativamente a laténcia de morte em animais pré-tratados por sete
dias consecutivos e, logo apds, submetidos a inducdo de convulsdo por PTZ e PILO,

demonstrando, dessa forma, possuir consideravel agdo anticonvulsivante.

O extrato hidroalcoolico de propolis vermelha, nas doses de 10 e 100 mg/kg reduziu
significativamente a peroxidacdo lipidica nas areas cerebrais estudadas em animais

submetidos a modelos de convulsdo por PTZ e PILO.

O extrato hidroalcoolico de propolis vermelha, nas doses de 10 e 100 mg/kg reduziu
significativamente os niveis de nitrito nas areas cerebrais estudadas em animais

submetidos a modelos de convulsao por PTZ e PILO.

O extrato hidroalcoolico de prépolis vermelha, nas doses de 10 e 100 mg/kg aumentou
de forma significativa os niveis de glutationa reduzida (GSH) nas areas cerebrais

estudadas em animais submetidos a modelos de convulsdo por PTZ e PILO.

O extrato hidroalcoolico de propolis vermelha, nas doses de 10 e 100 mg/kg reduziu
de forma significativa os niveis de IL-1p nas areas cerebrais estudadas em animais

submetidos a modelos de convulsdo por PTZ e PILO.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Esse trabalho demonstrou a acéo neuroprotetora e anticonvulsivante do tratamento
em doses repetidas com extrato hidroalcéolico de propolis vermelha, através dos modelos de
convulsdo induzidos por pentilenotetrazol e pilocarpina. Diante dos resultados, podee-se
concluir que essas agdes neuroprotetoras e anticonvulsivantes do EHPV, possivelmente estéo
relacionadas as suas potentes atividades anti-inflamatdria e antioxidante, podendo sugerir o
uso da propolis vermelha brasileira como possivel agente adjuvante no tratamento da
epilepsia refrataria a medicamentos e de outras doencas neurolégicas que possuem suas bases
fisiopatologicas no processo inflamatdrio. Entretanto, ndo podemos descartar a possibilidade
de existir possiveis mecanismos anticonvulsivantes relacionados as vias GABAGérgica e
colinérgica, uma vez que nos testes comportamentais o EHPV foi capaz de aumentar
consideravelmente as laténcias de primeira convulsdo e de morte nos animais submetidos aos
dois modelos de convulsdo avaliados nesse estudo. Para a determinacdo precisa de
mecanismos especificos relacionados a essas vias de neurotransmissdo serdo necessarios mais

estudos.



79

REFERENCIAS

ABREU, A. P. L. Estudo comparativo da atividade antiinflamatdria e antifungica de extratos
de propolis vermelha e verde, Fortaleza — Brasil [Dissertacdo]. Fortaleza: Universidade
federal do Cear4; 2008.

ABREU, ILN.; MAZZAFERAP.; EBERLIN, M.N.; ZULLO, M.A;;
SAWAYA,C.H.F.Characterization of the variation in the imidazole alkaloid profile of
Pilocarpus microphyllus in different seasons and parts of the plant by electrospray ionization
mass spectrometry fingerprinting and identification of novel alkaloids by tandem mass
spectrometry. Rapid Communications In Mass Spectrometry, v. 21, n. 7, p.1205-1213,
2007.

ABUBAKAR, Murtala. B. et al. Polyphenols as Key Players for the Antileukaemic Effects of
Propolis. Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine, v. 2014, p. 1-11,
2014,

AGUIAR, Carlos Clayton Torres; ALMEIDA, Analia Barbosa; ARA3JO, Paulo Victor
Pontes; VASCONCELOS, Germana Silva; CHAVES, Edna Maria Camelo; VALE, Otoni
Cardoso do; MACEDO, Danielle Silveira; SOUSA, Francisca Cléa Florenco de; VIANA,
Glauce Socorro de Barros; VASCONCELOQOS, Silvania Maria Mendes. Anticonvulsant effects
of agomelatine in mice. Epilepsy & Behavior, [S.L.], v. 24, n. 3, p. 324-328, jul. 2012.

AHMED, Romana et al. Antioxidant Properties and Cardioprotective Mechanism of
Malaysian Propolis in Rats. Evidence-Based Complementary and Alternative Medicine, V.
2017, p. 1-11, 2017.

ALENCAR, S.M., OLDONI, T.L., CASTRO, M.L., CABRAL, I.S., COSTA-NETO, C.M,,
CURY, J.A., ROSALEN, P.L., IKEGAKI, M. Chemical composition and biological activity of
a new type of Brazilian propolis: red propolis. J. Ethnopharmacol. 113, 278-283. 2007.

AMITALI Yael. Physiologic role for “inducible” nitric oxide synthase: a new form of
astrocytic-neuronal interface. Glia, [S.L.], v. 58, n. 15, p. 1775-1781, 24 ago. 2010.

ARAS, Adembozkurt; GUVEN, Mustafa; AKMAN, Tarik; OZKAN, Adile; SEN, Halilmurat;
DUZ, Ugur; KALKAN, Yildiray; SILAN, Coskun; COSAR, Murat. Neuroprotective effects
of daidzein on focal cerebral ischemia injury in rats. Neural Regeneration Research, [S.L.],
v. 10, n. 1, p. 146, 2015.

ARENA, Andrea; ZIMMER, Till S.; VAN SCHEPPINGEN, Jackelien; KOROTKOQV,
Anatoly; ANINK, Jasper J.; MUHLEBNER, Angelika; JANSEN, Floor E.; VAN HECKE,
Wim; SPLIET, Wim G.; VAN RIJEN, Peter C.. Oxidative stress and inflammation in a
spectrum of epileptogenic cortical malformations: molecular insights into their
interdependence. Brain Pathology, [S.L.], v. 29, n. 3, p. 351-365, maio 2019.

AYALA, Antonio; MUNOZ, Mario F.; ARGUELLES, Sandro. Lipid Peroxidation:
production, metabolism, and signaling mechanisms of malondialdehyde and 4-hydroxy-2-
nonenal. Oxidative Medicine And Cellular Longevity, [S.L.], v. 2014, p. 1-31, 2014.

AZEVEDO, Lais Farias; SILVA, Priscilla da Fonseca; BRANDAO, Marianna Porfirio;



80

ROCHA, Louisianny Guerra da; ARAGAO, Cicero Flavio Soares; SILVA, Samia Andricia
Souza da; PORTO, Isabel Cristina Celerino Moraes; BASILIO-JONIOR, Irinaldo Diniz;
FONSECA, Eduardo Jorge da Silva; MOURA, Maria Aline Barros Fidelis de. Polymeric
nanoparticle systems loaded with red propolis extract: a comparative study of the
encapsulating systems, pcl-pluronic versus eudragit®e100-pluronic. Journal Of Apicultural
Research, [S.L.], v. 57, n. 2, p. 255-270, 28 fev. 2018.

BANKOVA, Vassya; POPOVA, Milena; TRUSHEVA, Boryana. Propolis volatile compounds:
chemical diversity and biological activity: a review. Chemistry Central Journal, v. 8, n. 1, p.
28, 2014.

BARBOSA, M.H.; ZUFFI, F.B.; MARUXO, H.B.; JORGE, L.L.R. Acéo terapéutica da
propolis em lesdes cutineas. Acta Paul Enferm. 22: 318-322. 20009.

BARBOSA, Roberta Almeida; NUNES, Téassia Luiza Goncalves Magalhdes; NUNES,
Tamara Luiza Goncalves Magalhdes; PAIXAO, Ailma Oliveira da; BELO NETO, Reinaldo;
MOURA, Sidnei; ALBUQUERQUE JUNIOR, Ricardo Luiz Cavalcanti; CANDIDO, Edna
Aragdo Farias; PADILHA, Francine Ferreira; QUINTANS-JONIOR, Lucindo Jose.
Hydroalcoholic extract of red propolis promotes functional recovery and axon repair after
sciatic nerve injury in rats. Pharmaceutical Biology, [S.L.], v. 54, n. 6, p. 993-1004, 29 out.
2015.

BARRETO, A.L.S. Estudo histomorfoldgico do efeito de membranas de colageno
contendo propolis vermelha sobre o processo de reparo cicatricial por segunda intencéo
em ratos. Universidade Tiradentes, Aracaju, Brasil. 2008.

BAUER, Jan; BECKER, Albert J.; ELYAMAN, Wassim; PELTOLA, Jukka; RUEGG,
Stephan; TITULAER, Maarten J.; VARLEY, James A.; BEGHI, Ettore. Innate and adaptive
immunity in human epilepsies. Epilepsia, [S.L.], v. 58, p. 57-68, jul. 2017.

BEER, Samantha M.; TAYLOR, Ellen R.; BROWN, Stephanie E.; DAHM, Christina C.;
COSTA, Nikola J.; RUNSWICK, Michael J.; MURPHY, Michael P.. Glutaredoxin 2
Catalyzes the Reversible Oxidation and Glutathionylation of Mitochondrial Membrane Thiol
Proteins. Journal Of Biological Chemistry, [S.L.], v. 279, n. 46, p. 47939-47951, 30 ago.
2004.

BELISSIMO, M.I.; AMADO, D.; ABDALLA, D.S.; FERREIRA, E.C.; CAVALHEIRO, E.
A.; NAFFAH-MAZZACORATTI, M.G. Superoxide dismutase, glutathione peroxidase
activities and the hydroperoxide concentracion are modified in the hippocampus of epileptic
rats. Epilepsy Research, v.46, n. 2, p.121-128, 2001.

BENARDO, Larry S.; PRINCE, David A.. lonic mechanisms of cholinergic excitation in
mammalian hippocampal pyramidal cells. Brain Research, [S.L.], v. 249, n. 2, p. 333-344,
out. 1982.

BEZERRA, Gislaine Barbosa; SOUZA, Luana de Menezes de; SANTOS, Adailma Santana
dos; ALMEIDA, Grace Kelly Melo de; SOUZA, Marilia Trindade Santana; SANTOS, Sandra
Lauton; CAMARGO, Enilton Aparecido; LIMA, Bruno dos Santos; ARAUJO, Adriano
Antunes de Souza; CARDOSO, Juliana Cordeiro. Hydroalcoholic extract of Brazilian red
propolis exerts protective effects on acetic acid-induced ulcerative colitis in a rodent



81

model. Biomedicine & Pharmacotherapy, [S.L.], v. 85, p. 687-696, jan. 2017.

BIEN, C. G; VINCENT, A.; BARNETT, M. H.; BECKER, A. J.; BLUMCKE, I.; GRAUS, F;
JELLINGER, K. A.; REUSS, D. E.; RIBALTA, T.; SCHLEGEL, J.. Imnmunopathology of
autoantibody-associated encephalitides: clues for pathogenesis. Brain, [S.L.], v. 135, n. 5, p.
1622-1638, 25 abr. 2012.

BONNER, T.; BUCKLEY, N.; YOUNG, A.; BRANN, M.. Identification of a family of
muscarinic acetylcholine receptor genes. Science, [S.L.], v. 237, n. 4814, p. 527-532, 31 jul.
1987.

BOWERY, N G. GABAB Receptor Pharmacology. Annual Review Of Pharmacology And
Toxicology, [S.L.], v. 33, n. 1, p. 109-147, abr. 1993.

BRASIL. Ministério da agricultura, pecuéria e abastecimento. Portaria n° 6, de 25 de julho
de 1985. Normas Higiénico-Sanitérias e Tecnoldgicas para Mel, Cera de Abelhas e Derivados.
Disponivel em: . Acesso em 18/jul/2020.

BRASIL. Ministério do meio ambiente. 5° Relatorio Nacional para a Convencéao sobre
Diversidade Bioldgica. Brasilia, DF, 2016. Disponivel em<
https://www.mma.gov.br/informma/item/10772-quinto-relat%C3%B3rio>. Acesso em 12 jun
2020.

BRUNEAU, Emile G.; AKAABOUNE, Mohammed. Running to Stand Still: ionotropic
receptor dynamics at central and peripheral synapses. Molecular Neurobiology, [S.L.], v. 34,
n. 2, p. 137-152, 2006

BUENO-SILVA, Bruno et al. The effect of seasons on Brazilian red propolis and its botanical
source: chemical composition and antibacterial activity. Natural Product Research, v. 31, n.
11, p. 1318-1324, 2017.

CABRAL, |.S.R., OLDONI, T.L.C., PRADO, A., BEZERRA, R.M.N., ALENCAR, S.M.D.
Composicao fendlica, atividade antibacteriana e antioxidante da propolis vermelha brasileira.
Quim Nova 32, 1523-1527. 2009.

CABRAL, Ingridy Simone Ribeiro. Isolamento e identificagdo de compostos com
atividade antibacteriana da prépolis vermelha brasileira. 2008. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) - Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz,
Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2008.

CARVALHO, Michele Albuquerque Jales de; CHAVES-FILHO, Adriano; SOUZA, Alana
Gomes de; LIMA, Camila Nayane de Carvalho; LIMA, Klistenes Alves de;
VASCONCELOQOS, Emiliano Ricardo Rios; FEITOSA, Mariana Lima; OLIVEIRA, Joéo
Victor Souza; SOUZA, Denia Alves Albuquerque de; MACEDO, Danielle S.. Proconvulsant
effects of sildenafil citrate on pilocarpine-induced seizures: involvement of cholinergic,
nitrergic and pro-oxidant mechanisms. Brain Research Bulletin, [S.L.], v. 149, p. 60-74, jul.
2019.

CAVALCANTE, Talita Matias Barbosa. ACAO ANTICONVULSIVANTE E
NEUROPROTETORA DA IVABRADINA EM CAMUNDONGOS. 2017. 86 f. Tese



82

(Doutorado) - Curso de Farmacologia, Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, 2017.

CAVALHEIRO, E. A.; FERNANDES, M. J.;TURSKI, L.;NAFFAH-MAZZACORATTI, M.
G. Spontaneous Recurrent Seizures in Rats: Amino Acid and Monoamine Determination in the
Hippocampus. Epilepsia, v. 35, n. 1, p.1-11, jan. 1994,

CAVENDISH, Rodrigo Lima; SANTOS, Jandson de Souza; BELO NETO, Reinaldo;
PAIXAO, Ailma Oliveira; OLIVEIRA, Juciele Valéria; ARAUJO, Edilson Divino de; SILVA,
Andresa Aparecida Berretta e; THOMAZZI, Sara Maria; CARDOSO, Juliana Cordeiro;
GOMES, Margarete Zanardo. Antinociceptive and anti-inflammatory effects of Brazilian red
propolis extract and formononetin in rodents. Journal Of Ethnopharmacology, [S.L.], v.
173, p. 127-133, set. 2015.

CHENG, Huan et al. Geographical origin identification of propolis using GC-MS and
electronic nose combined with principal component analysis. Food Research International,
v.51,n. 2, p. 813-822, 2013.

CHENG, Jinping; KORTE, Nils; NORTLEY, Ross; SETHI, Huma; TANG, Yamei;
ATTWELL, David. Targeting pericytes for therapeutic approaches to neurological
disorders. Acta Neuropathologica, [S.L.], v. 136, n. 4, p. 507-523, 10 ago. 2018.

CHO, K.O.; et al. Aberrant hippocampal neurogenesis contributes to epilepsy and associated
cognitive decline. Nat Commun. v.6, p.6606, 2015.

CHOI, Jieun; KOH, Sookyong. Role of Brain Inflammation in Epileptogenesis. Yonsei
Medical Journal, [S.L.], v. 49, n. 1, p. 1, 2008.

COBLEY, James Nathan; FIORELLO, Maria Luisa; BAILEY, Damian Miles. 13 reasons why
the brain is susceptible to oxidative stress. Redox Biology, [S.L.], v. 15, p. 490-503, maio
2018.

CRUZ, Giovany Michely Pinto da. ESTUDO DOS MECANISMOS
NEUROPROTETORES DA PIPERINA NAS CONVULSOES INDUZIDAS PELA
PILOCARPINA EM CAMUNDONGOS. 2012. 201 f. Tese (Doutorado) - Curso de
Ciéncias, Universidade Federal de S&o Paulo, Séo Paulo, 2012.

da SILVA, Cléber Ribeiro Alvares; CARDOSO, Ingrid Sheila Zavaleta Obregon,
MACHADO, Natalie Rodrigues. Consideragdes sobre epilepsia. Boletim Cientifico de
Pediatria, v. 2, n. 3, p. 71-76, dez. 2013.

DALEPRANE, Julio Beltrame; ABDALLA, Dulcinéia Saes. Emerging Roles of Propolis:
antioxidant, cardioprotective, and antiangiogenic actions. Evidence-Based Complementary
And Alternative Medicine, [S.L.], v. 2013, p. 1-8, 2013.

DANTAS SILVA, Rejane Pina et al. Antioxidant, antimicrobial, antiparasitic, and cytotoxic
properties of various Brazilian propolis extracts. Plos One, v. 12, n. 3, p. e0172585, 2017.

DAUGSCH, A., MORAES, C.S., FORT, P., PARK, Y.K. Brazilian red propolis--chemical
composition and botanical origin. Evid Based Complement Alternat Med 5, 435-441. 2008.



83

DAUGSCH, Andreas. A prépolis vermelha do nordeste do Brasil e suas caracteristicas
quimicas e bioldgicas. 2007. Tese (Doutorado em Ciéncia de Alimentos) - Universidade
Estadual de Campinas, Faculdade de Engenharia de Alimentos, Campinas, Sao Paulo, 2007.

DAUGSCH, Andreas; MORAES, Cleber; FORT, Patricia; PARK, Yong. Brazilian Red
Propolis—Chemical Composition and Botanical Origin. Evidence-Based Complementary
and Alternative Medicine, v. 5, n. 4, p. 435-441, 2007.

DAVIES, John A.. Mechanisms of action of antiepileptic drugs. Seizure, [S.L.], v. 4, n. 4, p.
267-271, dez. 1995.

DE ALMEIDA, E. B; CARDOSO, C.J; DE LIMA, A.K; DE OLIVEIRA, N.L; DE
PONTESFILHO, N.T; LEAL SOUZA, 1.C; ALBURQUE-JUNIOR, R.L.C; 2013The
incorporation of Brazilian propolis into collagen-based dressing films improves dermal burn
healing. Journal of Ethnopharmacology 2013; 147( 2):419-425. 2013.

DE SENA, Allen D.; DO, Thuy; SCHULERT, Grant S.. Systemic autoinflammation with
intractable epilepsy managed with interleukin-1 blockade. Journal Of Neuroinflammation,
[S.L.],v. 15, n. 1, p. 327-345, 9 fev. 2018.

DE-MELO, Adriane Alexandre Machado et al. Capacidade antioxidante da propolis. Pesquisa
Agropecuaria Tropical, v. 44, n. 3, p. 341-348, 2014,

DEVINSKY, Orrin; VEZZANI, Annamaria; O'BRIEN, Terence J.; JETTE, Nathalie;
SCHEFFER, Ingrid E.; CURTIS, Marco de; PERUCCA, Piero. Epilepsy. Nature Reviews
Disease Primers, [S.L.], v. 4, n. 1, p. 1-24, 3 maio 2018.

DILENA, Robertino; MAURI, Eleonora; ARONICA, Eleonora; BERNASCONI, Pia; BANA,
Cristina; CAPPELLETTI, Cristina; CARRABBA, Giorgio; FERRERO, Stefano; GIORDA,
Roberto; GUEZ, Sophie. Therapeutic effect of Anakinra in the relapsing chronic phase of
febrile infection—related epilepsy syndrome. Epilepsia Open, [S.L.], v. 4, n. 2, p. 344-350, 27
mar. 2019.

DO NASCIMENTO, Ticiano Gomes et al. Polymeric Nanoparticles of Brazilian Red Propolis
Extract: Preparation, Characterization, Antioxidant and Leishmanicidal Activity. Nanoscale
Research Letters, v. 11, n. 1, p. 301, 2016.

DOS SANTOS, FANILDES DA SILVA MORAES. Efeitos do tratamento oral com propolis
vermelha e exercicio de natacdo sobre a lesdo medular em ratos. Dissertacdo de mestrado.
Programa de Pds-Graduacgdo em Saude e Ambiente, Universidade Tiradentes, 2013.

DRAPER, H.H.; HADLEY, M.. [43] Malondialdehyde determination as index of lipid
Peroxidation. Oxygen Radicals In Biological Systems Part B: Oxygen Radicals and
Antioxidants, [S.L.], p. 421-431, 1990.

ENGEL, Jerome. The current place of epilepsy surgery. Current Opinion In Neurology,
[S.L.],Vv.31,n. 2 p.192-197, abr. 2018.

ERAKOVI¢, V.; SUPAN, G,; VARLIJEN, J.; LAGINJA, J.; SIMONIE, A.. Lithium plus
pilocarpine induced status epilepticus — biochemical changes. Neuroscience Research,



84

[S.L], V. 36, n. 2, p. 157-166, fev. 2000.

FERRARO, Giuseppe. Nitric oxide and brain hyperexcitability. In Vivo, Palermo, Italy, v. 5,
n. 18, p. 357-366, maio 2004.

FISHER, Robert S.; CROSS, J. Helen; FRENCH, Jacqueline A.; HIGURASHI, Norimichi;
HIRSCH, Edouard; JANSEN, Floor E.; LAGAE, Lieven; MOSHE, Solomon L.; PELTOLA,
Jukka; PEREZ, Eliane Roulet. Operational classification of seizure types by the International
League Against Epilepsy: position paper of the ilae commission for classification and
terminology. Epilepsia, [S.L.], v. 58, n. 4, p. 522-530, 8 mar. 2017.

FRANCHI, Gilberto C.; MORAES, Cleber S.; TORETI, Viviane C.; DAUGSCH, Andreas;
NOWILL, Alexandre E.; PARK, Yong K.. Comparison of Effects of the Ethanolic Extracts of
Brazilian Propolis on Human Leukemic Cells As Assessed with the MTT Assay. Evidence-
Based Complementary And Alternative Medicine, [S.L.], v. 2012, p. 1-6, 2012.

FRANCHIN, Marcelo et al. Neovestitol, an isoflavonoid isolated from Brazilian red propolis,
reduces acute and chronic inflammation: involvement of nitric oxide and IL6. Scientific
Reports, v. 6, n. 1, p. 36401, 2016.

FREIRES, Irlan Almeida; ALENCAR, Severino Matias; ROSALEN, Pedro Luiz. A
pharmacological perspective on the use of Brazilian Red Propolis and its isolated compounds
against human diseases. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 110, p. 267-279,
2016.

FREITAS, R. M. Estudo Farmacoldgico e Neuroquimico da Fase Aguda do Processo
Convulsivo Induzido Por Pilocarpina em Areas Cerebrais de Ratos Adultos. Tese.
Departamento de Fisiologia e Farmacologia. Faculdade de Medicina. Universidade Federal do
Ceard, 2006.

FRIEDMAN, A. & HEINEMANN, U. Jasper’s Basic Mechanisms of the Epilepsies 4th
edition (ed. Noebels, J. L.) (US National Center for Biotechnology Information, 2012).

FROZZA, Caroline Olivieri da Silva; GARCIA, Charlene Silvestrin Celi; GAMBATO,
Gabriela; SOUZA, Marcia Denize Oliveira de; SALVADOR, Mirian; MOURA, Sidnei;
PADILHA, Francine Ferreira; SEIXAS, Fabiana Kémmling; COLLARES, Tiago; BORSUK,
Sibele. Chemical characterization, antioxidant and cytotoxic activities of Brazilian red
propolis. Food And Chemical Toxicology, [S.L.], v. 52, p. 137-142, fev. 2013.

FUKUDA, Takaichi; HEIZMANN, Claus W; KOSAKA, Toshio. Quantitative analysis of
GADG65 and GAD67 immunoreactivities in somata of GABAergic neurons in the mouse
hippocampus proper (CA1 and CA3 regions), with special reference to parvalbumin-
containing neurons. Brain Research, [S.L.], v. 764, n. 1-2, p. 237-243, ago. 1997.

GADEK-MICHALSKA, Anna; TADEUSZ, Joanna; BUGAJSKI, Andrzej; BUGAJSKI, Jan.
Chronic Isolation Stress Affects Subsequent Crowding Stress-Induced Brain Nitric Oxide
Synthase (NOS) Isoforms and Hypothalamic-Pituitary-Adrenal (HPA) Axis Responses.
Neurotoxicity Research, [S.L.], v. 36, n. 3, p. 523-539, 18 jun. 20109.

GERONZI, Ursula; LOTTI, Federica; GROSSO, Salvatore. Oxidative stress in



85

epilepsy. Expert Review Of Neurotherapeutics, [S.L.], v. 18, n. 5, p. 427-434, 19 abr. 2018.

GIANNONI, Patrizia; BADAUT, Jerome; DARGAZANLI, Cyril; MAUDAVE,

Alexis Fayd’Herbe de; KLEMENT, Wendy; COSTALAT, Vincent; MARCHI, Nicola. The
pericyte—glia interface at the blood-brain barrier. Clinical Science, [S.L.], v. 132, n. 3, p. 361-
374, 8 fev. 2018.

GIL, D.; SPALDING, T.; KHARLAMB, A.; SKIAERBAEK, N.; ULDAM, A.; TROTTER,
C.; BRANN, M. Exploring the potential for subtype-selective muscarinic agonists in
glaucoma. Life Sciences, v. 68, n. 22-23, p.2601-2604, 2001.

GOLDBERG, Ethan M.; COULTER, Douglas A.. Mechanisms of epileptogenesis: a
convergence on neural circuit dysfunction. Nature Reviews Neuroscience, [S.L.], v. 14, n. 5,
p. 337-349, 18 abr. 2013.

GOODMAN & GILMAN, J.Farmaco que agem no Sistema Nervoso Central. In: As Bases
Farmacologicas Da Terapéutica. HARDMAN, J.G; LIMBIRD, L.E; GILMAN, A.G.
(editors)10. ed.Rio de Janeiro: McGraw Hill,2012.

GREEN, Laura C.; WAGNER, David A.; GLOGOWSKI, Joseph; SKIPPER, Paul L.;
WISHNOK, John S.; TANNENBAUM, Steven R.. Analysis of nitrate, nitrite, and
[15N]nitrate in biological fluids. Analytical Biochemistry, [S.L.], v. 126, n. 1, p. 131-138,
out. 1982.

GRONE, Brian P; BARABAN, Scott C. Animal models in epilepsy research: legacies and
new directions. Nature Neuroscience, [S.L.], v. 18, n. 3, p. 339-343, 24 fev. 2015.

GU, Feng; CHAUHAN, Ved; CHAUHAN, Abha. Glutathione redox imbalance in brain
disorders. Current Opinion In Clinical Nutrition And Metabolic Care, [S.L.], v. 18, n. 1,
p. 89-95, jan. 2015.

GUILHOTO, Laura M.F.F.; LODDENKEMPER, Tobias; GOOTY, Vasu D.; ROTENBERG,
Alexander; TAKEOKA, Masanori; DUFFY, Frank H.; COULTER, David; URION, David:;
BOURGEDOIS, Blaise F.; KOTHARE, Sanjeev V.. Experience With Lacosamide in a Series of
Children With Drug-Resistant Focal Epilepsy. Pediatric Neurology, [S.L.], v. 44, n. 6, p.
414-419, jun. 2011.

GUIX, F.X.; URIBESALGO, I.; COMA, M.; MUNOZ, F.J.. The physiology and
pathophysiology of nitric oxide in the brain. Progress In Neurobiology, [S.L.], v. 76, n. 2, p.
126-152, jun. 2005.

HRUSKA, R. E.; LUDMER, L. M.; PERT, A.; BUNNEY, W. E.. Effects of lithium on [3H](-)
quinuclidinyl benzilate ([3H](-)QNB) binding to rat brain muscarinic cholinergic
receptors. Journal Of Neuroscience Research, [S.L.], v. 11, n. 2, p. 171-177, 1984.

HUANG, R. Q.; BELL-HORNER, C. L.; DIBAS, M. I.; COVEY, D. F.; DREWE, J. A;;
DILLON, G. H. Pentylenetetrazole-induced inhibition of recombinant y-aminobutyric acid
type A (GABAA) receptors: mechanism and site of action. Journal of Pharmacology and
Experimental Therapeutics, v. 298, n. 3, p. 986-995, 2001.



86

HULME, E. C. Muscarinic acetylcholine receptors: typical G-coupled receptors. Symposia of
the Society for Experimental Biology, v. 44, p. 39-54, 1990.

110, Akio; OHGUCHI, Kenji; INOUE, Hiroyasu; MARUYAMA, Hiroe; ARAKI, Yoko;
NOZAWA, Yoshinori; ITO, Masafumi. Ethanolic extracts of Brazilian red propolis promote
adipocyte differentiation through PPARYy activation. Phytomedicine, [S.L.], v. 17, n. 12, p.
974-979, out. 2010.

IMPERATO, Assunta; DAZZI, Laura; CARTA, Giovanna; COLOMBO, Giancarlo; BIGGIO,
Giovanni. Rapid increase in basal acetylcholine release in the hippocampus of freely moving
rats induced by withdrawal from long-term ethanol intoxication. Brain Research, [S.L.], v.
784, n. 1-2, p. 347-350, fev. 1998.

IYER, Anand; ZUROLO, Emanuele; SPLIET, Wim G.M.; VAN RIJEN, Peter C.; BAAYEN,
Johannes C.; GORTER, Jan A.; ARONICA, Eleonora. Evaluation of the innate and adaptive
immunity in type I and type Il focal cortical dysplasias. Epilepsia, [S.L.], v. 51, n. 9, p. 1763-
1773, 23 mar. 2010.

JACOB, Claus; GILES, Gregory I.; GILES, Niroshini M.; SIES, Helmut. Sulfur and
Selenium: the role of oxidation state in protein structure and function. Angewandte Chemie
International Edition, [S.L.], v. 42, n. 39, p. 4742-4758, 13 out. 2003.

JOBST, Barbara C.; CASCINO, Gregory D.. Resective Epilepsy Surgery for Drug-Resistant
Focal Epilepsy. Jama, [S.L.], v. 313, n. 3, p. 285, 20 jan. 2015.

JUIZ, Paulo J. L.; ALVES, Reinaldo J. C.; BARROS, Tania F. Uso de produtos naturais como
coadjuvante no tratamento da doenca periodontal. Brazilian Journal of Pharmacognosy, v.
20, n. 1, p. 134-139, 2010.

JYONOUCHI, Harumi; GENG, Lee. Intractable Epilepsy (IE) and Responses to Anakinra, a
Human Recombinant IL-1 Receptor Agonist (IL-1ra): case reports. Journal Of Clinical &
Cellular Immunology, [S.L.], v. 7, n. 5, p. 327-345, 11 fev. 2016.

KANDEL, E.R.; SCHWARTZ, J.H.;JESSEL, T.M.;SIEGELBAUM, S.A.;HUDSPETH.
Crises epilépticas e epilepsia. IN:Principios de Neurociéncias. KANDEL, E.R.; SCHWARTZ,
J.H.;JESSEL, T.M.;SIEGELBAUM, S.A.;HUDSPETH editores. 5%d. Editora Artmed,Porto
Alegre-RS. p.970-990, 2014.

KASAI, Masaki; FUKUMITSU, Hidefumi; SOUMIYA, Hitomi; FURUKAWA, Shoei.
Ethanol Extract of Chinese Propolis Facilitates Functional Recovery of Locomotor Activity
after Spinal Cord Injury. Evidence-Based Complementary And Alternative Medicine,
[S.L], v. 2011, p. 1-9, 2011.

KENNEY-JUNG, Daniel L.; VEZZANI, Annamaria; KAHOUD, Robert J.; LAFRANCE-
COREY, Reghann G.; HO, Mai-Lan; MUSKARDIN, Theresa Wampler; WIRRELL, Elaine
C.; HOWE, Charles L.; PAYNE, Eric T.. Febrile infection-related epilepsy syndrome treated
with anakinra. Annals Of Neurology, [S.L.], v. 80, n. 6, p. 939-945, 14 nov. 2016.

KHATRI, Nidhi; THAKUR, Manisha; PAREEK, Vikas; KUMAR, Sandeep; SHARMA,
Sunil; DATUSALIA, Ashok Kumar. Oxidative Stress: major threat in traumatic brain injury.



87

Cns & Neurological Disorders - Drug Targets, [S.L.], v. 17, n. 9, p. 689-695, 2 nov. 2018.

KLEIN, Pavel; DINGLEDINE, Raymond; ARONICA, Eleonora; BERNARD, Christophe;
BLUMCKE, Ingmar; BOISON, Detlev; BRODIE, Martin J.; BROOKS-KAYAL, Amy R.;
ENGEL, Jerome; FORCELLI, Patrick A.. Commonalities in epileptogenic processes from
different acute brain insults: do they translate?. Epilepsia, [S.L.], v. 59, n. 1, p. 37-66, 15 dez.
2017.

KLEMENT, Wendy; BLAQUIERE, Marine; ZUB, Emma; DEBOCK, Frederic; BOUX,
Fabien; BARBIER, Emmanuel; AUDINAT, Etienne; LERNER-NATOLI, Mireille; MARCHI,
Nicola. A pericyte-glia scarring develops at the leaky capillaries in the hippocampus during
seizure activity. Epilepsia, [S.L.], v. 60, n. 7, p. 1399-1411, 28 maio 2019.

LEITE, J.P.; BORTOLOTTO, Z.A.; CAVALHEIRO, E.a..Spontaneous recurrent seizures in
rats: An experimental model of partial epilepsy. Neuroscience &Biobehavioral Reviews, v.
14, n. 4, p.511-517,1990.

LI, F; AWALE, S.; TEZUKA, Y.; KADOTA, S. Cytotoxic constituents from Brazilian red
propolis and their structure-activity relationship. Bioorg. Med. Chem. 16: 5434- 5440. 2008.

LI, Zhengzhao; DONG, Xianhong; ZHANG, Jianfeng; ZENG, Guang; ZHAO, Huimin; LIU,
Yun; QIU, Rubiao; MO, Linjian; YE, Yu. Formononetin protects TBI rats against neurological
lesions and the underlying mechanism. Journal Of The Neurological Sciences, [S.L.], V.
338, n. 1-2, p. 112-117, mar. 2014.

LIANG, Kun; YE, Yu; WANG, Yong; ZHANG, Jianfeng; LI, Chaogian. Formononetin
mediates neuroprotection against cerebral ischemia/reperfusion in rats via downregulation of
the Bax/Bcl-2 ratio and upregulation PI3K/Akt signaling pathway. Journal Of The
Neurological Sciences, [S.L.], v. 344, n. 1-2, p. 100-104, set. 2014.

LIAO, Ching-Fong; THEMMEN, A. P. N.; JOHO, Rolf; BARBERIS, Claude;
BIRNBAUMER, Marie; BIRNBAUMER, Lutz. Molecular cloning and expression of a fifth
muscarinic acetylcholine receptor. J. Biol. Chem. v. 264, p. 7328-7337, 1989.

LIMA CAVENDISH R, DE SOUZA SANTOS J, BELO NETO R, OLIVEIRA PAIXAO A,
VALERIA OLIVEIRA J, DIVINO DE ARAUJO E, et al.Antinociceptive and anti-
inflammatory effects of Brazilian red propolis extract and formononetin in rodents. J
Ethnopharmacol 2015; 15(33):173:177. 2015.

LIMA, Raquel Cristina de Sousa; SILVA, Marcia Calheiros Chaves; AGUIAR, Carlos
Clayton Torres; CHAVES, Edna Maria Camelo; DIAS, Katia Cilene Ferreira; MACEDO,
Danielle Silveira; SOUSA, Francisca Cléa Florenco de; CARVALHO, Krishnamurti de
Morais; RAMOS, Méarcio Viana; VASCONCELOS, Silvania Maria Mendes. Anticonvulsant
action of Calotropis procera latex proteins. Epilepsy & Behavior, [S.L.], v. 23, n. 2, p. 123-
126, fev. 2012.

LIMA,C.N.C. Potencial convulsivante de carbapenémico em diferentes modelos
experimentais de convulsdo: avaliagdo comparativa, comportamental e neuroquimica.
2011. 182 f. Dissertacdo (Mestrado em Farmacologia)- Faculdade de Medicina, Departamento
de Fisiologia e Farmacologia, Fortaleza, 2011.



88

LIU, Jie; MAO, Jun J.; WANG, Xin Shelley; LIN, Hongsheng. Evaluation of Traditional
Chinese Medicine Herbs in Oncology Clinical Trials. The Cancer Journal, [S.L.], v. 25, n. 5,
p. 367-371, 2019.

LIU, Rui.; WU, Cai-xia; ZHOU, Dan; YANG, Fan.; TIAN, Shuo; ZHANG, Li; ZHANG, Tian-
tai; DU, Guan-hua. Pinocembrin protects against B-amyloid-induced toxicity in neurons
through inhibiting receptor for advanced glycation end products (RAGE)-independent
signaling pathways and regulating mitochondrion-mediated apoptosis. BMC Med, v. 10, n.
105, p. 1- 21, set. 2012.

LOSCHER, W.; HONACK, D.; FASSBENDER, C.P.; NOLTING, B. The role of the chinical,
biological and pharmacological factors in the laboratory evaluation of anticonvulsant drugs.
I11.Pentylenetetrazole seizure models. Epilepsy Res. v.8, p. 171-189, 1991.

LOSCHER, W.; SCHMIDT, D. Modern antiepileptic drug development has failed to 72
deliver: Ways out of the current dilemma. Epilepsia, v. 52, n. 4, p. 657-678, 2011.

LOSCHER, Wolfgang. New visions in the pharmacology of anticonvulsion. European
Journal Of Pharmacology, [S.L.], v. 342, n. 1, p. 1-13, jan. 1998.

LOSCHER, Wolfgang; SCHMIDT, Dieter. Which animal models should be used in the search
for new antiepileptic drugs? A proposal based on experimental and clinical
considerations. Epilepsy Research, [S.L.], v. 2, n. 3, p. 145-181, maio 1988.

MACDONALD, R.L.; BARKER, J.L. Pentylenetetrazol and penicillin are selective
antagonists of GABA-mediated post-synaptic inhibition in cultured mammalian neurones.
Nature, v. 267, n. 5613, p.720-721,1977.

MACHADO, Bruna Aparecida Souza; SILVA, Rejane Pina Dantas; BARRETO, Gabriele de
Abreu; COSTA, Samantha Serra; SILVA, Danielle Figuerédo da; BRANDAO, Hugo Neves;
ROCHA, José Luiz Carneiro da; DELLAGOSTIN, Odir Antdnio; HENRIQUES, Jodo
Antbnio Pegas; UMSZA-GUEZ, Marcelo Andres. Chemical Composition and Biological
Activity of Extracts Obtained by Supercritical Extraction and Ethanolic Extraction of Brown,
Green and Red Propolis Derived from Different Geographic Regions in Brazil. Plos One,
[S.L], v. 11, n. 1, p. e0145954, 8 jan. 2016.

MARCHI, Nicola; LERNER-NATOLLI, Mireille. Cerebrovascular Remodeling and
Epilepsy. The Neuroscientist, [S.L.], v. 19, n. 3, p. 304-312, 16 out. 2012.

MARINHO, M.M.F.; SOUSA, F.C.F. de; BRUIN, V.M.s. de; VALE, M.R.; VIANA, Gs.B..
Effects of lithium, alone or associated with pilocarpine, on muscarinic and dopaminergic
receptors and on phosphoinositide metabolism in rat hippocampus and

striatum. Neurochemistry International, [S.L.], v. 33, n. 4, p. 299-306, out. 1998.

MARINHO, M.M.F; BRUIN, V.M.S de; SOUSA, F.C.F de; AGUIAR, L.M.V; PINHO, R.s.N
de; VIANA, G.s.B. Inhibitory action of a calcium channel blocker (nimodipine) on seizures
and brain damage induced by pilocarpine and lithium-pilocarpine in rats. Neuroscience
Letters, [S.L.], v. 235, n. 1-2, p. 13-16, out. 1997.

MENON, Bindu; RAMALINGAM, Krishnan; KUMAR, Rajendiran Vinoth. Oxidative stress



89

in patients with epilepsy is independent of antiepileptic drugs. Seizure, [S.L.], v. 21, n. 10, p.
780-784, dez. 2012.

MERCADO-GOMEZ, Octavio Fabian; CORDOVA-DAVALOS, Laura; GARCIA-
BETANZO, Delfina; ROCHA, Luisa; ALONSO-VANEGAS, Mario Arturo; CIENFUEGOS,
Jests; GUEVARA-GUZMAN, Rosalinda. Overexpression of inflammatory-related and nitric
oxide synthase genes in olfactory bulbs from frontal lobe epilepsy patients. Epilepsy
Research, [S.L.], v. 148, p. 37-43, dez. 2018.

MIN, J. K. Amelioration of trinitrobenzene sulfonic acid-induced colitis in mice by
liquiritigenin. Journal of Gastroenterology and Hepatology 2015, v. 30, n. 5, p. 858-865.
2015.

NADLER, Laurie S.; ROSOFF, Marc L.; HAMILTON, Susan E.; KALAYDJIAN, Amanda
E.; MCKINNON, Lise A.; NATHANSON, Neil M.. Molecular analysis of the regulation of
muscarinic receptor expression and function. Life Sciences, [S.L.], v. 64, n. 6-7, p. 375-379,
jan. 1999.

NEWMAN, D. J.; CRAGG, G. M.; SNADER, K.M. Natural produtcs as sources of new drugs
over the period 1981-2002. J. Nat. Prod., 66: 1022-1037, 2003.

NUNES, L.C.C.; GALINDO, A.B.; DE DEUS, A.S.O.; RUFINO, D.A.; RANDAU, K.P,;
XAVIER, H.S.; CITO, AM.GL.; NETO, P.J.R. Variabilidade sazonal dos contituintes da
propolis vermelha e bioatividade em Artemia salina. Rev. Bras. Farmacogn. 19: 524-529.
2009.

OLDONI, Tatiane Luiza C.; CABRAL, Ingridy S.R.; D’ARCE, Marisa A.B. Regitano;
ROSALEN, Pedro L.; IKEGAKI, Masaharu; NASCIMENTO, Andrea M.; ALENCAR,
Severino M.. Isolation and analysis of bioactive isoflavonoids and chalcone from a new type
of Brazilian propolis. Separation And Purification Technology, [S.L.], v. 77, n. 2, p. 208-
213, fev. 2011.

OLNEY, J. W.; COLLINS, R. C.; SLOVITER, R. S. Excitoxic mechanisms of epileptic brain
damage. Adv. Neurol. v. 44, p. 857-877, 1986.

OLNEY, John W.; GUBAREFF, Taisija de; LABRUYERE, Joann. Seizure-related brain
damage induced by cholinergic agents. Nature, [S.L.], v. 301, n. 5900, p. 520-522, fev. 1983.

PAULETTI, Alberto. Retracted: targeting oxidative stress improves disease outcomes in a rat
model of acquired epilepsy. Brain, [S.L.], v. 140, n. 7, p. 1885-1899, 30 maio 2017.

PAULETTI, Alberto; TERRONE, Gaetano; SHEKH-AHMAD, Tawfeeq; SALAMONE,
Alessia, RAVIZZA, Teresa; R1ZZ1, Massimo; PASTORE, Anna; PASCENTE, Rosaria;
LIANG, Li-Ping; VILLA, Bianca R; BALOSSO, Silvia; ABRAMOV, Andrey Y; VLIET,
Erwin A van; GIUDICE, Ennio Del; ARONICA, Eleonora; ANTOINE, Daniel J; PATEL,
Manisha; WALKER, Matthew; VEZZANI, Annamaria. Targeting oxidative stress improves
disease outcomes in a rat model of acquired epilepsy. Brain, v. 149, n.7, p. 1885-1899. 2019.

PEARSON-SMITH, Jennifer; PATEL, Manisha. Metabolic Dysfunction and Oxidative Stress
in Epilepsy. International Journal Of Molecular Sciences, [S.L.], v. 18, n. 11, p. 2365, 8



90

nov. 2017.

PEPEU, Giancarlo. Brain acetylcholine: an inventory of our knowledge on the 50th
anniversary of its discovery. Trends In Pharmacological Sciences, [S.L.], v. 4, p. 416-418,
jan. 1983.

PICCINELLI, Anna Lisa; LOTTI, Cinzia; CAMPONE, Luca; CUESTA-RUBIO, Osmany;
FERNANDEZ, Mercedes Campo; RASTRELLI, Luca. Cuban and Brazilian Red Propolis:
botanical origin and comparative analysis by high-performance liquid

chromatography‘: photodiode array detection/electrospray ionization tandem mass
spectrometry. Journal Of Agricultural And Food Chemistry, [S.L.], v. 59, n. 12, p. 6484-
6491, 22 jun. 2011.

PICON-PAGES, Pol; GARCIA-BUENDIA, Joan; MUNOZ, Francisco J.. Functions and
dysfunctions of nitric oxide in brain. Biochimica Et Biophysica Acta (Bba) - Molecular
Basis Of Disease, [S.L.], v. 1865, n. 8, p. 1949-1967, ago. 2019.

PINHEIRO, Claudio Urbano B.. Extrativismo, cultivo e privatiza¢do do jaborandi (Pilocarpus
microphyllus Stapf ex Holm.; Rutaceae) no Maranhao, Brasil. Acta Botanica Brasilica,
[S.L.], v. 16, n. 2, p. 141-150, abr. 2002.

PINHEIRO, Kariny Souza; RIBEIRO, Danielle Rodrigues; ALVES, Angela Valéria Farias;
PEREIRA-FILHO, Rose Nely; OLIVEIRA, Clauberto Rodrigues de; LIMA, Sénia Oliveira;
REIS, Francisco Prado; CARDOSO, Juliana Cordeiro; ALBUQUERQUE-JONIOR, Ricardo
Luiz Cavalcanti de. Modulatory activity of brazilian red propolis on chemically induced
dermal carcinogenesis. Acta Cirurgica Brasileira, [S.L.], v. 29, n. 2, p. 111-117, fev. 2014.

PINHEIRO, M.S. Avaliacdo da atividade antimicrobiana e citoprotetora gastrica dos
extratos de mangaba, caju e prépolis vermelha. Universidade Tiradentes, Aracaju. 2009.

PLEMEL, Jason R.; DUNCAN, Greg; CHEN, Kai-Wei K.; SHANNON, Casey; PARK,
Sophia; SPARLING, Joseph S.; TETZLAFF, Wolfram. A Graded Forceps Crush Spinal Cord
Injury Model in Mice. Journal Of Neurotrauma, [S.L.], v. 25, n. 4, p. 350-370, abr. 2008.

PRABOWO, Avanita S.; ANINK, Jasper J.; LAMMENS, Martin; NELLIST, Mark;
OUWELAND, Ans M. W. van Den; ADLE-BIASSETTE, Homa; SARNAT, Harvey B.;
FLORES-SARNAT, Laura; CRINO, Peter B.; ARONICA, Eleonora. Fetal Brain Lesions in
Tuberous Sclerosis Complex: torcl activation and inflammation. Brain Pathology, [S.L.], V.
23,n. 1, p. 45-59, 30 ago. 2012.

Proposal for revised classification of epilepsies and epileptic syndromes. Commission on
Classification and Terminology of the International League Against Epilepsy. Epilepsia, v.
30, n. 4, p. 389-399, jul.1989.

RIECHMANN, Janna; STRZELCZYK, Adam; REESE, Jens P.; BOOR, Rainer; STEPHANI,
Ulrich; LANGNER, Cornelia; NEUBAUER, Bernd A.; OBERMAN, Bettina; PHILIPPI,
Heike; ROCHEL, Michael. Costs of epilepsy and cost-driving factors in children, adolescents,
and their caregivers in Germany. Epilepsia, [S.L.], v. 56, n. 9, p. 1388-1397, 3 ago. 2015.

RIECHMANN, Janna; WILLEMS, Laurent M.; BOOR, Rainer; KIESLICH, Matthias;



91

KNAKE, Susanne; LANGNER, Cornelia; NEUBAUER, Bernd A.; OBERMAN, Bettina;
PHILIPPI, Heike; REESE, Jens P. Quality of life and correlating factors in children,
adolescents with epilepsy, and their caregivers: a cross-sectional multicenter study from
germany. Seizure, [S.L.], v. 69, p. 92-98, jul. 2019.

RIGHI, Adne; ALVES, Thiago R; NEGRI, Giuseppina; MARQUES, Lucas M; BREYER,
Henrigue; SALATINO, Antonio. Brazilian red propolis: unreported substances, antioxidant
and antimicrobial activities. Journal Of The Science Of Food And Agriculture, [S.L.], v.
91, n. 13, p. 2363-2370, 17 maio 2011.

RI10, Daniele del; STEWART, Amanda J.; PELLEGRINI, Nicoletta. A review of recent
studies on malondialdehyde as toxic molecule and biological marker of oxidative stress.
Nutrition, Metabolism And Cardiovascular Diseases, [S.L.], v. 15, n. 4, p. 316-328, ago.
2005.

ROBEL, Stefanie; SONTHEIMER, Harald. Glia as drivers of abnormal neuronal
activity. Nature Neuroscience, [S.L.], v. 19, n. 1, p. 28-33, 29 dez. 2015.

ROBERTS, E. Roberts E, Chase T.N. and Tower D.B., Introduction. In GABA in Nervous
System Function. raven Press, New York, p. 1-6, 1976.

RUBINSON, K.; LANG, E.Transmissdo Sinaptica. In: Berne & Levy: Fisiologia. Ed. Bruce
M.Koeppen, Bruce A.Stanton. 62 ed.Elsevier,RJ, p.94, 20009.

SALATINO, Antonio. Brazilian Red Propolis: Legitimate Name of the Plant Resin Source.
MOJ Food Processing & Technology, v. 6, n. 1, 2018.

SCHEFFER, Ingrid E.; BERKOVIC, Samuel; CAPOVILLA, Giuseppe; CONNOLLY, Mary
B.; FRENCH, Jacqueline; GUILHOTO, Laura; HIRSCH, Edouard; JAIN, Satish;
MATHERN, Gary W.; MOSHE, Solomon L.. ILAE classification of the epilepsies: position
paper of the ilae commission for classification and terminology. Epilepsia, [S.L.], v. 58, n. 4,
p. 512-521, 8 mar. 2017.

SCHWARTZ, J.H.;JESSEL, T.M.;SIEGELBAUM, S.A.;HUDSPETH editores. 5%d. Editora
Artmed,Porto Alegre-RS. p.970-990, 2014.

SEDLAK, Jozef; LINDSAY, Raymond H.. Estimation of total, protein-bound, and nonprotein
sulfhydryl groups in tissue with Ellman’s reagent. Analytical Biochemistry, [S.L.], v. 25, p.
192-205, 1968.

SENEL, Engin; DEMIR, Emre. Bibliometric analysis of apitherapy in complementary
medicine literature between 1980 and 2016. Complementary Therapies in Clinical
Practice, v. 31, p. 47-52, 2018.

SHARMA, Shaunik; PUTTACHARY, Sreekanth; THIPPESWAMY, Thimmasettappa. Glial
source of nitric oxide in epileptogenesis: a target for disease modification in epilepsy. Journal
Of Neuroscience Research, [S.L.], v. 97, n. 11, p. 1363-1377, 12 dez. 2017.

SHORVON, S.D.Drug treatment of epilepsy in the century of the ILAE: The second 50
Epilepsia, v. 50, p.93-130,2009.



92

SILVA, Bruno B.; ROSALEN, Pedro L.; CURY, Jaime A.; IKEGAKI, Masaharu; SOUZA,
Vinicius C.; ESTEVES, Alessandro; ALENCAR, Severino M.. Chemical Composition and
Botanical Origin of Red Propolis, a New Type of Brazilian Propolis. Evidence-Based
Complementary And Alternative Medicine, [S.L.], v. 5, n. 3, p. 313-316, 2008.

SILVA, F. R. G;; MATIAS, T. M. S.; SOUZA, L. I. O.; MATOS-ROCHA, T. J.; FONSECA, S.
A.; MOUSINHO, K. C.; SANTOS, A. F.. Phytochemical screening and in vitro antibacterial,
antifungal, antioxidant and antitumor activities of the red propolis Alagoas. Brazilian
Journal Of Biology, [S.L.], v. 79, n. 3, p. 452-459, set. 2019.

SILVA, Rafaela Oliveira da; ANDRADE, Valléria Matos; RGO, Ester Seixas Bullé; DORIA,
Grace Anne Azevedo; LIMA, Bruno dos Santos; SILVA, Francilene Amaral da; ARAJJO,
Adriano Antunes de Souza; ALBUQUERQUE JUNIOR, Ricardo Luiz Cavalcanti de;
CARDOSO, Juliana Cordeiro; GOMES, Margarete Zanardo. Acute and sub-acute oral
toxicity of Brazilian red propolis in rats. Journal Of Ethnopharmacology, [S.L.], v. 170, p.
66-71, jul. 2015.

SINGH, M.; ARSENEAULT, M.; SANDERSON, T.; MURTHY, V.; RAMASSAMY, C.
Challenges for research on polyphenols from foods in Alzheimer's disease: bioavailability,
metabolism, and cellular and molecular mechanisms. J Agric Food Chem. 56: 4855-4873.
2008.

SIQUEIRA, A.B.s.; GOMES, B.s.; CAMBUIM, |.; MAIA, R.; ABREU, S.; SOUZA-
MOTTA, C.M.; QUEIROZ, L.A. de; PORTO, A.L.F.. Trichophytonspecies susceptibility to
green and red propolis from Brazil. Letters In Applied Microbiology, [S.L.], v. 48, n. 1, p.
90-96, jan. 2009.

SOARES, Francisco Kleryson. Fitoterapia: uma opcao para o tratamento odontoldgico.
Revista Saude, v. 4, n. 1, p. 18-24, 2010.

TELES, Flavio; SILVA, Tarcilo Machado da; CRUZ JUNIOR, Francisco Pessoa da;
HONORATO, Vitor Hugo; COSTA, Henrique de Oliveira; BARBOSA, Ana Paula Fernandes;
OLIVEIRA, Sabrina Gomes de; PORFIRIO, Zenaldo; LIBORIO, Alexandre Braga;
BORGES, Raquel Lerner. Brazilian Red Propolis Attenuates Hypertension and Renal Damage
in 5/6 Renal Ablation Model. Plos One, [S.L.], v. 10, n. 1, p. 0116535-0116551, 21 jan. 2015.

TERRONE, Gaetano; BALOSSO, Silvia; PAULETTI, Alberto; RAVIZZA, Teresa,;
VEZZANI, Annamaria. Inflammation and reactive oxygen species as disease modifiers in
epilepsy. Neuropharmacology, [S.L.], v. 167, p. 107742, maio 2020.

TIVERON, Ana Paula et al. Chemical characterization and antioxidant, antimicrobial, and
anti-inflammatory activities of South Brazilian organic propolis. PLoS ONE, v. 11, n. 11, p.
1-18, 2016.

TOHAMY, Amany A.; ABDELLA, Ehab M.; AHMED, Rasha R.; AHMED, Yara K..
Assessment of anti-mutagenic, anti-histopathologic and antioxidant capacities of Egyptian bee
pollen and propolis extracts. Cytotechnology, [S.L.], v. 66, n. 2, p. 283-297, 16 maio 2013.

TORETI, Viviane Cristina et al. Recent Progress of Propolis for Its Biological and Chemical
Compositions and Its Botanical Origin. Evidence-Based Complementary and Alternative



93

Medicine, v. 2013, p. 1-13, 2013.

TSAO, R. Chemistry and biochemistry of dietary polyphenols. Nutrients. 2: 1231- 1246.
2010.

TURSK]I, L.; IKONOMIDOU, C.; TURSKI, W.; BORTOLOTTO, Z.; CAVALHEIRO,
E.A.Review: Cholinergic mechanisms and epileptogenesis. The seizures induced by
pilocarpine. Synapse, v. 3, n. 2, p.154-171, 1989.

TURSKI, Waldemar A.; CAVALHEIRO, Esper A.; SCHWARZ, Michael; CZUCZWAR,
Stanistaw J.; KLEINROK, Zdzistaw; TURSKI, Lechostaw. Limbic seizures produced by
pilocarpine in rats: behavioural, electroencephalographic and neuropathological

study. Behavioural Brain Research, [S.L.], v. 9, n. 3, p. 315-335, set. 1983.

VALENZUELA-BARRA, Gabriela et al. Anti-inflammatory activity and phenolic profile of
propolis from two locations in Region Metropolitana de Santiago, Chile. Journal of
Ethnopharmacology, v. 168, p. 37-44, 2015.

VAN VLIET, E. A.; ARONICA, E.; VEZZANI, A.; RAVIZZA, T.. Review:
neuroinflammatory pathways as treatment targets and biomarker candidates in

epilepsy. Neuropathology And Applied Neurobiology, [S.L.], v. 44, n. 1, p. 91-111, fev.
2018.

VARVEL, Nicholas H.; NEHER, Jonas J.; BOSCH, Andrea; WANG, Wenyi; RANSOHOFF,
Richard M.; MILLER, Richard J.; DINGLEDINE, Raymond. Infiltrating monocytes promote
brain inflammation and exacerbate neuronal damage after status epilepticus. Proceedings Of
The National Academy Of Sciences, [S.L.], v. 113, n. 38, p. 5665-5674, 6 set. 2016.

VEZZANI, Annamaria; BALOSSO, Silvia; RAVIZZA, Teresa. Neuroinflammatory pathways
as treatment targets and biomarkers in epilepsy. Nature Reviews Neurology, [S.L.], v. 15, n.
8, p. 459-472, 1 jul. 2019.

VEZZANI, Annamaria; FRIEDMAN, Alon. Brain inflammation as a biomarker in
epilepsy. Biomarkers In Medicine, [S.L.], v. 5, n. 5, p. 607-614, out. 2011a.

VEZZANI, Annamaria; GRANATA, Tiziana. Brain Inflammation in Epilepsy: experimental
and clinical evidence. Epilepsia, [S.L.], v. 46, n. 11, p. 1724-1743, nov. 2005.

VEZZANI, Annamaria; MAROSO, Mattia; BALOSSO, Silvia; SANCHEZ, Manuel-Alavez;
BARTFAI, Tamas. IL-1 receptor/Toll-like receptor signaling in infection, inflammation, stress
and neurodegeneration couples hyperexcitability and seizures. Brain, Behavior, And
Immunity, [S.L.], v. 25, n. 7, p. 1281-1289, out. 2011.

VISHNOI, Shruti; RAISUDDIN, Sheikh; PARVEZ, Suhel. Glutamate Excitotoxicity and
Oxidative Stress in Epilepsy: modulatory role of melatonin. Journal Of Environmental
Pathology, Toxicology And Oncology, [S.L.], v. 35, n. 4, p. 365-374, 2016.

VOLINSKY, Roman; KINNUNEN, Paavo K. J.. Oxidized phosphatidylcholines in
membrane-level cellular signaling: from biophysics to physiology and molecular pathology.
Febs Journal, [S.L.], v. 280, n. 12, p. 2806-2816, 17 abr. 2013.



94

VOS, Theo; ALLEN, Christine; ARORA, Megha; BARBER, Ryan M; ABHUTTA, Zulfiqar;
BROWN, Alexandria; CARTER, Austin; CASEY, Daniel C; CHARLSON, Fiona J; CHEN,
Alan Z. Global, regional, and national incidence, prevalence, and years lived with disability
for 310 diseases and injuries, 1990-2015: a systematic analysis for the global burden of
disease study 2015. The Lancet, [S.L.], v. 388, n. 10053, p. 1545-1602, out. 2016.

WANG, Y; ZHAO, L; HAN, T; CHEN, S; W.J. Formononetin attenuates IL-1b-induced
apoptosis and NF-kB activation in INS-1 cells. Molecules 2012;17 ( 9): 10052-10064. 2012.

WANG, Wenbo; TANG, Lejian; LI, Yong; WANG, Yong. Biochanin A protects against focal
cerebral ischemia/reperfusion in rats via inhibition of p38-mediated inflammatory
responses. Journal Of The Neurological Sciences, [S.L.], v. 348, n. 1-2, p. 121-125, jan.
2015.

WESS, J.; EGLEN, R. M.; GAUTAM, D. Muscarinic acetylcholine receptors: mutant mice
provide new insights for drug development. Nature Reviews Drug Discovery, v. 6, p. 721-
733, 2007.

WILLEMS, Laurent M.; RICHTER, Saskia; WATERMANN, Nina; BAUER, Sebastian;
KLEIN, Karl Martin; REESE, Jens-Peter; SCHOFFSKI, Oliver; HAMER, Hajo M.; KNAKE,
Susanne; ROSENOW, Felix. Trends in resource utilization and prescription of anticonvulsants
for patients with active epilepsy in Germany from 2003 to 2013 — A ten-year

overview. Epilepsy & Behavior, [S.L.], v. 83, p. 28-35, jun. 2018.

WILLEMS, Laurent M.; WATERMANN, Nina; RICHTER, Saskia; KAY, Lara; HERMSEN,
Anke M.; KNAKE, Susanne; ROSENOW, Felix; STRZELCZYK, Adam. Incidence, Risk
Factors and Consequences of Epilepsy-Related Injuries and Accidents: a retrospective, single
center study. Frontiers In Neurology, [S.L.], v. 9, n. 9, p. 414-414, 15 jun. 2018a.

XUE, Meilan et al. Propolis modulates the gut microbiota and improves the intestinal mucosal
barrier function in diabetic rats. Biomedicine &Pharmacotherapy, v. 118, p. 109393, 2019.

YUEN, Alan W.C.; KEEZER, Mark R.; SANDER, Josemir W.. Epilepsy is a neurological and
a systemic disorder. Epilepsy & Behavior, [S.L.], v. 78, p. 57-61, jan. 2018.

ZHU, Haibo; ZOU, Libo; TIAN, Jingwei; LIN, Fei; HE, Jie; HOU, Jian. Protective Effects of
Sulphonated Formononetin in a Rat Model of Cerebral Ischemia and Reperfusion
Injury. Planta Medica, [S.L.], v. 80, n. 04, p. 262-268, 18 fev. 2014.

ZLATKOVI¢, Jelena; FILIPOVI¢, Dragana. Chronic social isolation induces NF-xB
activation and upregulation of iNOS protein expression in rat prefrontal cortex.
Neurochemistry International, [S.L.], v. 63, n. 3, p. 172-179, set. 2013.



ANEXO A

UNIVERSIDADE Comissio de Etica no
FEDERAL po CEARA Uso de Animais
CERTIFICADO

Contilicamos qua a grepsta mtiudads “ESTUDO DO EFEITO REUROAROTETOR DO EXTRATO HIDROALCOOLICO O MOAOUS
VERMELMHA EM MOOELOS DE CORVULSAO INDUZIDOS POR PLOCARPINA E PENTEENOTERAZOL EM CAMUNDONGOS®, pratocolda
Sot & CEUA r® LOST0S0220 i sowwn, 500 & resparcaliifede de Marta Maris du Franca Foateles ¢ equipe; Jodo Wotte Sowsa
ONveva - Gue eavaive & produclho, manutendlo o'ou iizachs de anTnas petencentes as Tle Chordata, o Vertebeats (ecelo
0 haesam ), para fins &0 Presuss Cuntifon ou enting - e5td de Acords com o6 preceios db Lal L1794 de 8 20 oututseo e 2008, 2om
0 Decreto 6. 399 de 15 de juho de 2000, bem como com i nommas sdtadas pelo Conselhe Nacional de Contrale da
Exparisentachs Asimal (CONCEA), o 1ol aprovada pela Comitalbo &0 £1ica nd Use de Animals 22 Usivirddace Federal do Coard
(CEUA-UFC) fa neunida de JR042000.

Vnammmmd'squm-mm&admmmmmdw*umnuw-u
pertylarcterasie comuliion models n mice ©, WuE2ing 144 Hetemgenics mice (144 males), protecl mussber CEUA 1057050220
o moen, Ny Dhe responsisdty of Marta Maria de Pranca Fonteles and loast, Jado Victor Sowdd OVieeira - which rrestves e
praduction mantenance asdier uie of animals telonging Lo The phriuss Chordita, Subpbyborn Virtehrata (except Iummin bengs),
for SCORNtBC Meseanch purpesis of Leaching - & 1 accordance with Law 11704 of Ocloter B, 2008, Decres SEOS of July 15, 2008 &
wal i mth the rudes sdued By the National Councd for Contrad of Asieal Experimmrntation (CONCEAL, and ik approved by e
Extic Comenitew on Animal Use of the Federal University of Caaed (CEUALFC) in the mesting of 04222020

Fraldate da Topoila Pesguess (Acaddmca)
Vighacia da Proposta: de 032020 & 0772020 Area Depirtarmento de Fanlog € Farmaceloga
Onigem:  Botrie Central e UFC

Espice  Camundengos heterogdnicos S Machos dade: 4243 g NOJsd
Unbagerm:  Satis hso 22alg

Local do axparimento: A manutenclo @ asjaments dos anman serds reaizadas 0o Bistérnis do Departaments de Filslega ¢
Farmacologhs |DFF) lecaizada na Rua Corenal Nuses de Mala, 1127 - Rodalfo Tedfils, Fortseza, CE. O pratocols experimental serd
1eak2uds em salat 0 Crpermerfaclo JSeguatic Pl O MAtUWG 6 Eendi, S rUdes ¢« Svdanents hgenaedic, matenso
o CondigDes S0 Cermperalirs ¢ Ok Clneurns astensrmente destrtes. O6 tesles comporamentas serks worCutadas am sala
Lambdes Mpropasa (COm 35 meimat Condighet) & JPAALcs S0 acriico pars sobcudlo dos teiled. 06 aparatos serka Seepol depes
de cata animal. A sulandsia sark eeCufads em sdla WPt Solady 20 amblente 80 slojaments dos animas. impedng a
Pakiagern du ruidss ¢ OSores provenientes S rederisa sals

Formaaza, 31 de julto de 2020

Moo Aot Bk & Roneani

Prof. Dr. Alesandve Havt Bnak Peofa Dra. Carrsla Farrera Romcar
Cosrdenador da Comissd de Eica no Uso de Animais Vice-Coordenadera da Comisida de Etica na Uk de Avmaks
Univenidase Federal do Coard Uniwersidiade Federal 8o Coard

T Cantnt Wit 34 M J1IT Mol "wdli - PuluminCh  TRF GDL00 290 - Gm 30 N I RIT
M e e Beln Wrpada s Wl CHMITV M IR B 1B WA 0 ald Caain A b
AN T

95



