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RREESSUUMMOO  

 
A sepse é uma resposta inflamatória sistêmica e é uma das maiores causas de 
morbidade e mortalidade em Unidade de Terapia Intensiva. Nos últimos anos, 
ainda que com muitas descobertas no campo da antibioticoterapia, somente 
alguns poucos benefícios foram observados em pacientes sépticos. A flora 
brasileira é um dos maiores investimentos de companhias farmacêuticas em 
busca de terapias alternativas. A própolis, por exemplo, é uma dessas terapias 
devido as suas propriedades antimicrobianas. Visto que nosso país é rico nesta 
fonte natural, este estudo foi conduzido para avaliar os efeitos do extrato de 
própolis verde nas alterações comportamentais e cognitivas decorrentes da 
infecção sistêmica. Com o objetivo de avaliar esta proposta, foram usados 40 
ratos Wistar machos, com 2,5 meses de idade, anestesiados com ketamina e 
xilazina antes dos procedimentos cirúrgicos. Os animais controles (operação 
fictícia – OF) não receberam perfuração e nem ligadura. Metade dos animais 
foram administrados com os antibióticos clindamicina (25 mg/kg, i.p.) + 
gentamicina (3 mg/kg, i.p.) antes dos procedimentos cirúrgicos, e novamente com 
24 e 48 horas.O extrato de própolis (100 mg/kg, i.p.) foi administrado no mesmo 
regime de tratamento dos antibióticos. As avaliações comportamentais e 
cognitivas foram avaliadas com 48 e 72h. Para tal, eles foram divididos em 4 
grupos: 1) OF+antibióticos, 2) OF+própolis, 3) Sepse+antibióticos, e 4) 
Sepse+própolis, para serem avaliados no teste do campo aberto (locomoção), 
labirinto em cruz elevado (ansiedade), nado forçado (depressão/estresse), e 
esquiva inibitória (memória). Foi observado que os animais que sobreviveram à 
sepse tratados com antibióticos diminuíram o percentual de entradas nos braços 
abertos e tempo de permanência nesses braços do LCE, resposta sugestiva de 
aumento de níveis de ansiedade. Nesses mesmos animais, não foi observada 
qualquer alteração na locomoção, enquanto que no teste do nado forçado eles 
reduziram o tempo de imobilidade, sugerindo comportamento de estresse 
resultante da reação de fuga/luta. Além disso, foi observado também prejuízo na 
memória de curta e longa duração, que foi revertido pelo extrato de própolis, 
mantendo uma resposta similar aos animais controles OF. Em um contexto geral, 
o extrato de própolis pode prevenir as alterações comportamentais e cognitivas 
resultantes da sepse experimental, cabendo investigar os possíveis mecanismos 
celulares e moleculares envolvidos com as respostas dessa terapia natural.  
 
 
Palavras-chave: Ansiedade, Depressão, Memória, Própolis, Sepse. 
 
 



 

AABBSSTTRRAACCTT  

 
 
Sepsis is a systemic inflammatory response and it is on the major cause of 
morbidity and mortality in the intensive care unit. In recent years, even with many 
discoveries in the field of antibiotic therapy, only a few clinical benefits were 
observed in septic patients. The Brazilian flora is one of the biggest investments of 
pharmaceutical companies seeking alternative therapies. Propolis, for example, is 
one of these therapies because has antimicrobial properties. Given that our 
country is rich in these natural resources, this study sought to evaluate the effects 
of green propolis in behavioral and cognitive impairments resulting from systemic 
infection. In order to evaluate this proposal, it was used 40 Wistar male rats, 2.5 
months old, anesthetized with ketamine + xylazine before the surgical procedure. 
The control animals (sham) did not receive neither ligation and perforation. Half of 
the animals were administered with the antibiotics clindamicine (25 mg/kg, i.p.) + 
gentamicin (3 mg/kg, i.p.) before surgery procedures, and again 24h and 48h 
latter. Propolis extract (100 mg/kg, i.p.) was administered in the same treatment 
regimen of the antibiotics. The behavioral and cognitive assessments were 
evaluated with 48h or 72h latter. They were divided into 4 groups: 1) 
Sham+antibiotics, 2) Sham+propolis, 3) Sepsis+antibiotics, and 4) 
Sepsis+propolis, which were evaluated in the open field (locomotion), elevated 
plus maze-EPM (anxiety), forced swimming (depression) and step down inhibitory 
avoidance (memory) tests. It was observed that the animals subjected to systemic 
infection decreased the percentage of open arms entries and open arms time of 
the EPM, suggestive of anxiety-like behavior. No changes were observed in 
locomotion, whereas in the forced swimming test animals that survived the 
infection showed a reduced immobility time, suggesting stress-like behavior 
resulted from the reaction of flight/fight. Systemic infection survivor rats showed 
impairment in short and long term memories, which was blocked by propolis 
extract with a similar response of the sham surgery.In overall, propolis extract can 
prevent behavioral and cognitive changes resulting from experimental sepsis, 
leaving to investigate the cellular and molecular mechanisms involved in these 
natural therapy responses.  

 

 

Keywords: Anxiety, Depression, Memory, Propolis, Sepsis 
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A palavra própolis é derivada do grego pro-, em defesa, e polis-, cidade ou 

comunidade, isto é, “em defesa da comunidade ou da colméia” (LUSTOSA et al., 

2008; WAGH et al., 2013). É uma substância lipofílica, de consistência dura e 

quebradiça, no entanto, quando aquecida, torna-se macia, maleável e pegajosa 

(HAUSEN et al., 1987). Possui um cheiro aromático característico agradável que, 

dependendo da origem, pode variar a sua cor em verde, vermelho, amarelo, 

marrom escuro e, até mesmo, transparente (BANKOVA et al., 2000; MARCUCCI, 

1995).  

O primeiro trabalho científico com própolis foi publicado em 1908 

(HELFENBERG, 1908), sendo que desde meados de 1970, vários estudos têm 

investigado a sua composição por meio de diferentes meios analíticos, sendo que 

os mais utilizados são a espectrofotometria de massa por cromatografia gasosa e 

a cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC, do inglês High 

Performance/Pressure Liquide Chromatography) (CHANYSHEV e KUDASHEV, 

1976) .  

Por meio dessas técnicas, complementadas por outros meios de 

investigações, observou-se que o extrato de própolis contém cerca de 55% de 

resinas e bálsamos, 30% de ceras, 10% de óleos etéreos, 5% de pólen, vitaminas 

(B1, B2, B6, C e E), elementos minerais (Ca, Cu, I, K, Mg, Na, Zn, Mn e Fe), e 

enzimas, tais como succínico desidrogenase, trifosfatase de adenosina, glicose-6-

fosfatase e da fosfatase ácida (NIKOLAEV, 1978). Além disso, ele pode também 

ser constituído por uma série de ácidos graxos, aminoácidos, terpenos, 

flavonóides e os derivados do ácido cinâmico (BANKOVA, 2005; KHAYYAL et al., 

1993;   MOREIRA, 1986).  

Com base nessas informações, nos últimos anos observou-se que existe 

uma grande variação na composição química da própolis e ela está diretamente 

relacionada aos tipos e origens de suas plantas e região geográfica (POPOVA et 

al., 2012a). No entanto, para garantir a riqueza da avaliação química de cada 

espécie, muitos de seus compostos ativos foram avaliados em grupos e não de 

forma individualizada por procedimentos espectrofotométricos, sendo estes uma 

abordagem eficaz para o desenvolvimento de padrões de qualidade do referido 
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produto. Em estudos realizados por vários pesquisadores chamou-se a atenção 

para o fato de o conteúdo fenólico ter sido o que apresentou maior atividade 

antimicrobiana da própolis (POPOVA et al., 2012b).  

Considerando essas descobertas, esse fitoterápico se tornou alvo de 

interesse de nosso grupo de pesquisa nos processos infecciosos sistêmicos. A 

sepse, portanto, sendo um exemplo desse tipo de síndrome sistêmica, serviu de 

modelo para nossa investigação, visto que é bastante complexa e se apresenta 

dentre as maiores causas de morbidade e mortalidade entre pacientes internados 

nas Unidades de Terapia Intensiva (UTI), tendo aumentado a sua frequência de 

ocorrência de forma significativa nos últimos anos (KARNATOVSKAIA e FESTIC, 

2012; MAYR et al., 2014). 

Cabe destacar que dentre as principais sequelas decorrentes da sepse são 

as relacionadas ao Sistema Nervoso Central (SNC), onde o problema mais crítico 

parece envolver a encefalopatia séptica, que está diretamente associada às 

alterações nas funções cerebrais afetadas pela presença de microorganismos ou 

suas toxinas no sangue (ZIAJA, 2013). No curso da bacteremia séptica, pode-se 

observar alterações dos estados mentais, traduzidas por prejuizo da atenção, 

orientação, concentração e escrita, chegando até mesmo a casos em que se 

observou delírio e coma  (PAPADOPOULOS, 2000).  

Dada a gravidade dessas manifestações neurológicas, o controle da 

resposta inflamatória no quadro séptico se faz necessário. Para tal, muitos são os 

estudos que buscam usar novos agentes terapêuticos anti-inflamatórios para 

impedir as suas sequelas (MATSUDA et al., 2012). No entanto, como um dos 

maiores problemas decorrentes das terapias que existem no mercado 

farmacêutico está relacionado aos eventos adversos, terapias naturais podem, 

provavelmente, constituir um novo alvo de investimento para reduzir os eventos 

adversos. O uso da própolis pode, talvez, se constituir em uma boa terapia natural 

a ser pesquisada.   

Assim, levando-se em consideração o potencial anti-inflamatório e protetor 

do extrato de própolis verde, essa pesquisa procurou avaliar os seus efeitos na 

sepse induzida experimentalmente em ratos. 
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1.1 Sepse: características gerais e tratamento 

A sepse é uma síndrome inflamatória sistêmica devido a uma infecção 

microbiana, onde as infecções gram-positivas são responsáveis pela metade dos 

casos diagnosticados, apesar das gram-positivas, anaeróbicas e fúngicas também 

serem fontes potenciais de danos para o funcionamento de vários órgãos 

(MARTIN et al., 2003). 

Nos Estados Unidos da América (EUA) a sepse está associada com um 

número estimado de 750.000 internações, 570.000 visitas ao departamento de 

emergência e 200.000 mortes, gerando gastos de aproximadamente 16,7 bilhões 

dólares ao ano (MITCHELL et al., 2014). Em todo o mundo, uma proporção 

crescente de mortalidade (aproximadamente mais de 40%) em âmbitos de 

cuidados intensivos públicos tem recebido uma maior atenção, isto porque suas 

causas alarmantes de óbitos incluem fatores relacionados desde as complicações 

que podem aparecer no nascimento (mortalidade neonatal) até os casos que 

comumente aparecem em adultos, superando o infarto agudo do miocárdio e as 

neoplasias malignas (MWANIKI et al., 2012). 

Na América Latina, incluindo o Brasil, estes dados ainda são pouco 

divulgados visto que, em geral, os registros normalmente enfatizam o diagnóstico 

mas não identificam os pacientes que desenvolveram sepse durante o tempo em 

que estiveram na UTI. Além disso, por razões econômicas, na maioria das vezes, 

não há dados epidemiológicos consistentes que permitam uma investigação 

adequada, preventiva ou, até mesmo, estratégias para reduzir este problema de 

saúde (CONDE et al., 2013; SILVA et al., 2004). 

Dos poucos registros encontrados na literatura, chama-se a atenção para 

um estudo multicêntrico realizado em hospitais públicos e privados, em diferentes 

regiões do Brasil, onde foram consideradas diversas variáveis relacionadas aos 

quadros de infecções sistêmicas. Observou-se uma incidência desse diagnóstico 

em 57 em cada 1.000 pacientes/dia hospitalizados em UTI, com uma taxa de 

mortalidade de 21,8% (SILVA et al., 2004). Trabalho mais recente mostrou que 

esta taxa de mortalidade predomina mais em hospitais públicos, em decorrência 
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da demora no diagnóstico da sepse e tratamentos inadequados, situação 

contrária aquela observada em hospitais particulares (CONDE et al., 2013). 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde (OMS), considerando 

uma média de 130 milhões de recém-nascidos, cerca de quatro milhões morrem 

anualmente, sendo a infecção a causa de 36% desses óbitos. Este problema 

torna-se mais crítico nos países onde a disponibilidade de recursos para o 

paciente crítico é limitada. Dados alarmantes também aparecem nas internações 

de pacientes jovens a adultos. Soma-se a estes fatos, um sistema público de 

saúde ainda em desenvolvimento que apresenta diferenças, não só em relação a 

criança mas também ao adulto (HENTGES et al., 2014). 

Apesar da resposta inflamatória sistêmica, caracterizada por taquicardia, 

taquipnéia, hipertermia e leucocitose, ser mais frequentemente associada à 

presença de infecção, há diversos promotores da síndrome da resposta 

inflamatória sistêmica (SIRS) nos diversos períodos da internação, desde o 

momento de entrada tais como: no parto traumático, asfixia perinatal grave, erros 

inatos do metabolismo e aos procedimentos cirúrgicos de faixas etárias maiores.   

Estas e outras condições são responsáveis pela liberação de mediadores 

inflamatórios, que ativarão a cascata de eventos pró-inflamatórios, podendo 

culminar no choque séptico (FERREIRA et al., 2014). 

As disfunções orgânicas decorrentes da sepse se dão devido, 

principalmente, a resposta do hospedeiro aos microorganismos invasores. 

Embora a resposta imune inata seja importante para conter infecções, a sua 

desregulação pode conduzir a resultados bastante preocupantes (WANG et al., 

2014). Por ser uma resposta inflamatória, ela é marcada por uma produção 

desregulada de citocinas pro-inflamatórias, que levam a falência múltipla dos 

órgãos e, posteriormente, à morte (HUTCHINS et al., 2014).  

As citocinas desempenham um importante papel nas respostas imunes e 

inflamatórias in vivo, sendo um grupo de proteínas de baixo peso molecular 

secretadas por células imunitárias (linfócitos e macrófagos), fibroblastos e células 

endoteliais. Elas são divididas em dois grupos:  linfocinas (IL-2, IL-4, IL-10 e IFN-

γ) secretadas pelas células T com uma função imune; e monoquinas (IL-1, IL-6, 
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IL-8 e TNF-α) secretadas por macrófagos mononucleares, com atividade 

inflamatória moderada (FULIANG  et al., 2005). Dentre outros mediadores 

inflamatórios destacam-se a histamina, bradicinina, prostaglandinas, fator de 

ativação plaquetária, neutrófilos e fator de quimiotaxia celular 

(AKARASEREENONT et al., 1995). A figura 1 ilustra, de forma resumida,  como 

essas disfunções são desencadeadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1- Desregulação da homeostasia celular decorrente da resposta inflamatória sistêmica frente aos 
agentes agressores, resultando nas liberações dos mediadores inflamatórios e afetando múltiplos órgãos do 
corpo, tendo como consequência final a sepse (Adaptado de Balk, 2000). 

  

A antibioticoterapia é indispensável para os pacientes sépticos e muitos 

antibióticos são utilizados para evitar suas consequências tardias. Terapias 

imunomoduladoras ou que melhoram a função das células imunes são 

potencialmente promissoras e devem ser investigadas em um ambiente clínico. 

Tradicionalmente, embora sem sucesso, a maioria daquelas dirigidas para a 

sepse não atua especificamente na imunossupressão induzida, mas sim foca na 

fase pró-inflamatória (HUTCHINS et al., 2014; MARSHALL, 2014).  



 19 

A utilização de antibióticos pela medicina moderna tem aumentado, de 

forma significativa, em decorrência da inovação tecnológica visando a sobrevida 

dos pacientes. Esse consumo elevado vem da preocupação sobre os impactos 

econômicos dos gastos públicos frente aos quadros crescentes de doenças 

infecciosas (AGA et al., 2014).  

Embora mesmo diante da grande variedade desses tipos de medicamentos 

para tratar as infecções microbianas, é importante considerar a frequência e 

gravidade dos efeitos adversos que podem acompanhá-los. No entanto, como o 

arsenal de antibióticos disponíveis no mercado vem sendo progressivamente 

esgotado devido à resistência microbiana, há necessidade de se buscar 

tratamentos alternativos e menos tóxicos (HUTCHINS et al., 2014). 

Atualmente, com base no que foi relatado previamente, as terapias 

experimentais para a sepse têm sido alvos de pesquisas a fim de entender a 

fisiopatologia dessa doença, bem como melhorar a sobrevida dos pacientes. Elas 

têm representado um avanço no tratamento de suporte ao paciente e no 

desenvolvimento de novas drogas. Apesar disso, os índices de mortalidade por 

sepse grave ainda são altos (WIERSINGA, 2011). 

Considerando a riqueza das propriedades terapêuticas dos produtos 

naturais, é provável que os componentes ativos do extrato de própolis, por 

exemplo, possam se constituir em um investimento das indústrias farmacêuticas 

para tratar as complicações clínicas decorrentes da sepse, em contraposição com 

as terapias pró-inflamatórias, encorajando-nos a aplicação de citocinas e 

moléculas antagonistas co-inibitórias para melhorar as respostas imunes em 

pacientes criticamente enfermos. Coube aqui nosso interesse nessas 

investigações, com enfoque voltado para o SNC. 
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1.2 Medicina natural e o potencial terapêutico da própolis   

O Brasil é rico em diversidade cultural e é habitado por vários tipos de 

comunidades tradicionais e grupos étnicos, tais como os indígenas. Esta 

miscigenação reforça a cultura e rituais de algumas comunidades brasileiras e 

etnias, enriquecendo-os do ponto de vista etnobotânico (GIOGERTTI et al., 2007). 

Pouco se sabia sobre o Brasil na época do descobrimento. Os primeiros jesuítas, 

exploradores e colonizadores a chegarem em nosso país  foram os pioneiros nos 

registros etnobotânicos em plantas medicinais brasileiras e seus usos por 

diferentes populações (GIOGERTTI et al., 2007; KURY, 2001).  

Com o tempo, esses conhecimentos tomaram caminhos diferentes, sendo 

transmitidos entre as diversas culturas. Dessa forma, as informações foram 

difundidas e amplamente divulgadas para várias populações em todas as partes 

do mundo. No entanto, apenas alguns registros sobreviveram em livros dos 

séculos passados (FABRE, 2003, HEINRICH et al., 2006; KUFER et al., 2005). 

 Atualmente, é possível observar na literatura científica a aplicabilidade 

terapêutica de vários produtos advindos da natureza como, por exemplo, a 

Pouteria ramiflora, conhecida como “curiola”, que é um exemplo de medicina 

natural com propriedades antinociceptivas e antiinflamatórias (FONTES-JR et al., 

2009). A Cipura paludosa, um membro da família Iridacae, conhecida como 

“cebolinha-do-campo” ou “batata-roxa”, também vem chamando atenção por seus 

efeitos antiinflamatórios (LUCENA et al., 2007a) e neuroprotetores (LUCENA et 

al., 2007b). Por fim, no que se refere aos déficits comportamentais e/ou 

cognitivos, o extrato de Melissa officinalis, chamada popularmente de “erva 

cidreira” (TAIWO et al., 2012), e o extrato de Cipura paludosa (LUCENA et al., 

2010, 2013) também se destacaram por essas ações farmacológicas. 

Considerando essas informações, observa-se que a natureza tenta auxiliar 

no tratamento de doenças fornecendo diversos componentes químicos ativos 

úteis também contra infecções causadas por bactérias, vírus e fungos, ao mesmo 

tempo em que oferece suporte terapêutico para múltiplos órgãos e sistemas do 

corpo (MCKENZIE, 2011; SCAGLIONE et al., 2010; TEXTORIS et al., 2011).  
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No Brasil, como em outras partes do mundo, os efeitos biológicos da 

própolis, por exemplo, têm sido difundidos pela medicina popular ao longo do 

tempo (ANAUATE NETTO et al., 2013; BURDOCK, 1998). Ela é amplamente 

utilizada em cosmetologia, indústria alimentícia, de bebidas e suplementos 

alimentares (MEDIC-SARIC et al., 2009; SFORCIN e BAKOVA, 2011). No Japão, 

a própolis brasileira é consumida em alimentos e bebidas com a finalidade de 

melhorar a saúde humana (BANKOVA et al., 1996; KISORE et al., 1994).  

Esta resina vem atraindo a atenção de cientistas pela sua composição 

química e seu potencial terapêutico para o desenvolvimento de novas drogas 

(SFORCIN e BANKOVA, 2011). Seus compostos ativos justficam suas 

propriedades antibacteriana, antifúngica, antiviral, antiinflamatória, antioxidante, 

antitumoral, imunomodulatória e cicatrizante (CHAN et al., 2013; FAROOQUI e 

FAROOQUI, 2012; HU et al., 2005; KHALIL, 2006; MARCUCCI, 1995). O seu óleo 

essencial também contém terpenóides, compostos aromáticos e alifáticos que 

apresentam atividade antibacteriana (GAREDEW et al., 2004; MELLIOU  et al., 

2007) e inibe a peroxidação de lipídios (ANTUGULU et al., 2007, 2008). 

Muitas das evidências científicas têm atribuído essas propriedades a 

alguns flavonóides e compostos fenólicos. A própolis brasileira apresenta uma 

família rica em produtos fenólicos e prenilados (MARCUCCI e BANKOVA, 2000). 

Os compostos fenólicos são encontrados em níveis elevados em várias amostras 

desse produto e têm sido considerados os principais constituintes das atividades 

imunomoduladoras (DE FUNARI et al., 2007; GALAL et al., 2008). Além disso, 

eles também apresentaram elevada absorção pela pele humana como um 

resultado da sua capacidade de formar complexos com as proteínas, por meio de 

pontes de hidrogênios (DE FUNARI et al., 2007).  

De acordo com Kathleen et al. (2013)  a própolis pode inibir a expressão de 

citoquinas pró-inflamatórias (TNF-α e IL-6), quimiocinas (MIP-1α e MCP-1) 

induzidas por lipopolissacarídeos (LPS), e fatores de crescimento (G-CSF) a partir 

de macrófagos, bem como a partir de osteoclastos, IL-6 (citocina), MIP-1α, MCP-1 

e IP-10 (quimiocinas). Enquanto as IL-1α, IL-12 e IL-15 dão suporte a 

sobrevivência, a ativação e proliferação de células imunitárias adaptativas (células 
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T e células B) e G-CSF suportam a diferenciação e a proliferação de populações 

de células imunitárias inatas (neutrófilos e macrófagos). A inibição destas 

citoquinas proporcionou efeitos terapêuticos potentes no tratamento de várias 

doenças inflamatórias (BRAUN e SCHETT, 2012; SCHETT, 2011). 

Quanto à ação imunomoduladora da própolis verde do Brasil, a 

administração de 200 mg/kg do seu extrato etanólico a ratos, durante 3 dias, 

melhoraram a imunidade inata, ativando os passos iniciais da resposta imune por 

regulação da expressão dos receptores “toll-like” TLR-2 e TLR-4  e citocinas pró-

inflamatórias (IL-1 e IL-6) por macrófagos e células do baço, que contribui para o 

reconhecimento do microrganismo e para ativação dos linfócitos por células 

apresentadoras de antígenos (ORSATTI et al., 2010a). A própolis verde brasileira, 

também nas doses de 2,5 e 5 mg/kg, aumentou a geração de peróxido de 

hidrogênio (H2O2), causando a morte de microorganismos (ORSI et al., 2000).  

Esses compostos atuam por mecanismos antioxidantes, incluindo a 

inibição das enzimas envolvidas na formação de espécies reativas de oxigênio 

(xantina-oxidase, proteína quinase C, lipoxigenase, ciclo-oxigenase, oxidação de 

NADH) ou na quelação dos oligoelementos (ferro livre ou cobre), que são 

potenciais intensificadores da geração de radicais livres ou estabilizantes desses 

radicais envolvidos em processos oxidativos por complexação com eles 

(DALEPRANE, 2013; MIDDLETON et al., 2000; PIETTA, 2000).  

Apesar da própolis, sob a forma de extrato etanólico, ser utilizada 

normalmente para as preparações farmacêuticas comerciais, as frações solúveis 

em água e as formas de própolis naturais podem ser aplicadas tanto por via oral 

quanto parenteral, tendo uma boa absorção. Esta característica farmacocinética 

constitui aspecto positivo relevante para a sua eficácia (KOENIG e DUSTMANN, 

1986; MANOLOVA et al., 1987; MAXIMOVA et al., 1985). 

Considerando que a própolis apresenta muitos compostos ativos que já 

foram investigados em vários distúrbios orgânicos, poucos são os relatos que  

enfocam as suas respostas biológicas in vivo no SNC. As suas ações em nível 

central podem, provavelmente, se constituir em alvos terapêuticos para várias 

desordens psicológicas e psiquiátricas. 
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1.3 Comportamentamento e cognição: características gerais  

Nos últimos anos, muita atenção vem sendo dada à área de saúde mental, 

visto que nas condições de vida que hoje se encontra a população mundial, 

muitas variáveis aparecem em decorrência de eventos estressores que podem 

desencadear uma série de doenças (MARTINS et al., 2012). Há de se considerar, 

ainda na evolução das pesquisas nessa área, que as infecções podem também 

ser um desencadeador de uma diversidade de processos psicopatológicos como, 

por exemplo, a ansiedade, depressão e falhas de memória, apesar de muitas 

lacunas ainda existirem sobre essa abordagem (SUVISAARI e MANTERE, 2013; 

YORK et al., 2012). 

Considerando a ansiedade, esta é considerada um problema de saúde 

pública mundial, sendo que o transtorno de ansiedade generalizada (TAG) e 

transtorno do pânico são as duas classificações primárias de ansiedade 

patológica em humanos. A prevalência de TAG na população em geral, quando 

associada a desafios potencialmente estressantes, é de cerca de 2 a 5%, com 

especial prevalência em certas populações, tais como idosos e adolescentes 

(STEIN, 2004).  

A depressão, por sua vez, chama atenção pelo fato de que dentre os 

países em desenvolvimento, o Brasil lidera o ranking mundial de prevalência 

dessa doença, com 18% da população sendo diagnosticada em estado deprimido 

por pelo menos um ano. O episódio depressivo é uma preocupação significativa 

para a saúde pública em todas as regiões do mundo, por ser um distúrbio sério e 

recorrente, ligado a morbidades médicas, à mortalidade e à diminuição da 

qualidade de vida. A OMS projeta que, em 2020, a depressão seja a segunda 

maior causa de incapacitação no mundo (WHO, 2013). 

Alguns trabalhos mostram uma relação direta entre as alterações 

psicocomportamentais e os déficits cognitivos, onde as características individuais 

são fatores fundamentais no entendimento dessa relação (NAVARRO-FRANCÊS 

e ARENAS, 2014; THOMPSON et al., 2005). Os declínios cognitivos que 

acometem a população, por sua vez, vêm sendo pauta de várias pesquisas 
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científicas avançando em muitas descobertas em busca de melhor qualidade de 

vida, em especial para pessoas com idades mais avançadas. Dentre alguns 

dados observados na literatura, cerca de 30-50% da população apresenta 

problemas cognitivos e estes podem estar relacionados, de alguma forma, com 

fatores psicocomportamentais (DICKERSON et al., 2004; ZARATE et al., 2000) 

Quando leva-se em consideração os aspectos moleculares e/ou 

neuroimunomoduladores que poderiam estar justificando essas respostas 

psicocomportamentais e cognitivas, chama-se atenção para uma desregulação no 

eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (KALLEN et al., 2008; VERMA et al., 2010).  Em 

situação de níveis significantes de estresse e ansiedade, o hipotálamo secreta 

hormônio liberador de corticotropina, que estimula a hipófise a secretar hormônio 

adenocorticotrófico (ACTH). Diante da liberação desse hormônio, as glândulas 

supra-renais produzem a liberação de cortisol, sendo que as alterações nas suas 

concentrações podem influenciar, direta ou indiretamente, a imunidade, 

metabolismo, crescimento, reprodução, depressão, estresse, ansiedade e outros 

processos fisiológicos importantes (MAGGIO et al., 2013; MONSEY et al., 2014; 

NATER et al., 2013). 

Dentre tantas terapias que poderiam interferir nos aspectos previamente 

abordados e em diferentes alvos moleculares destaca-se aqui, em caráter 

somente demonstrativo, os inibidores da monoaminoxidase (IMAO) que são 

geralmente utilizados no tratamento de distúrbios depressivos e algumas doenças 

neurodegenerativas. Yildiz et al. (2013), com o objetivo de investigar a MAO 

nesses aspectos, mediram o efeito inibidor de vários produtos apiterapeutas, 

como mel de castanha, pólen e própolis. Observaram que todas as amostras 

inibiram a MAO, no entanto a própolis foi a mais eficaz, provavelmente por sua 

capacidade antioxidante decorrente da quantidade fenólica em sua composição.  

Estes resultados mostram que os produtos de abelhas são eficazes não 

somente contra a depressão em humanos, mas também no tratamento de 

doenças correlacionadas. Cabe aqui nosso interesse em uma maior investigação 

sobre esses efeitos no SNC. 
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2.1 Geral: Avaliar os efeitos neuroprotetores in vivo do extrato de própolis 

verde na sepse induzida experimentalmente em ratos. 

  

2.2 Específicos: 

  

- Observar os parâmetros comportamentais relacionados à locomoção, 

ansiedade e depressão/estresse de ratos que passaram por procedimentos 

cirúrgicos com e sem indução de sepse experimental; 

- Avaliar as alterações cognitivas dos ratos nas mesmas condições 

experimentais acima;  

- Investigar as propriedades do extrato de própolis nas alterações de 

comportamentos e déficits cognitivos decorrentes dos processos inflamatórios 

sistêmicos. 
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3.1 Animais 

Para a realização dos testes experimentais foram utilizados ratos Wistar 

machos (n=40), com 2,5 meses, com uma média de 300 g, provenientes do 

Biotério da Faculdade Sena Aires (Valparaíso de Goiás-GO) e mantidos durante o 

período de uma semana para habituação no Laboratório de Patologia, da 

Faculdade de Medicina/UnB. Os animais foram alojados em grupos de cinco por 

caixa, mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatura ambiente, com 

água e ração ad libitum, de acordo com os as normas estabelecidas por Guias de 

Cuidado e Uso de Animais Laboratoriais. O projeto foi aprovado previamente pelo 

Comitê de Ética no Uso Animal (CEUA), do Instituto de Ciências Biológicas, da 

Universidade de Brasília, sob protocolo 82561/2011, conforme comprovante 

anexado na página 70.  

 

 

3.2 Drogas e soluções 

 O extrato de própolis, originado da Pharmanectar Ltda (lote CT#0706), foi 

diluído com solução fisiológica (0,9%) levemente aquecida, sendo administrado 

na dose de 100 mg/kg/dia, durante 3 dias. O anestésico ketamina (80 mg/kg) e o 

relaxante muscular xilazina (10 mg/kg), usados para a sedação dos animais, 

foram provenientes da Syntec, administrados em associação a partir de uma 

mesma seringa contendo as duas substâncias, sem qualquer diluição prévia. Os 

antibióticos clindamicina (25 mg/kg) e gentamicina (3 mg/Kg) foram obtidos do 

Laboratório EMS, sendo diluídos também em solução fisiológica (0,9%) e 

administrados também durante 3 dias. Todas as substâncias foram dadas por via 

intraperitoneal (i.p.), sendo que as doses consideradas estão de acordo com 

pesquisas prévias realizadas por nosso grupo de trabalho (LEITE et al., 2013) e 

informações literárias provenientes de artigos científicos indexados 

internacionalmente (BARICHELLO et al., 2005, 2007; COMIM et al., 2011). 
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3.3 Preparação do extrato de própolis 

  A própolis foi coletada a partir de uma colmeia próximo a cidade de 

Caeté-MG, Brasil, sendo congelada, triturada e misturada com uma solução 

contendo álcool 96GL (Figura 2). Essa mistura foi deixada por 10 dias sob 

agitação constante de 10 min uma vez ao dia. Após este período, por meio de um 

extrator (Soxlhet) de compostos de plantas e produtos naturais, ela foi obtida 

mediante a evaporação do álcool da solução. O extrato seco foi diluído em 

solução estoque na concentração de 10% p/v, seguida do congelamento da 

solução. Este produto foi doado gentilmente pelo Prof. Dr. Niraldo Paulino, do 

Grupo de Pesquisa e Desenvolvimento de Biomedicamentos (BIOMED), 

Programa de Mestrado Profissional em Farmácia e Programa de Mestrado e 

Doutorado em Biotecnologia e Inovação em Saúde, Universidade Anhanguera de 

São Paulo - UNIAN, São Paulo, SP, Brasil. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2 - Processo de preparo do extrato de própolis descrito conforme as etapas: solvente, extração, 
separação, filtragem e produto final (Instrução Normativa Nº3, sob recomendações do Departamento de 
Origem Animal- DIPOA, conforme normas do Ministério da Agricultura (Adaptado de APACAME- Associação 
Paulista de Apicultores Criadores de Abelhas Melíficas Européias).  
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3.4 Cirurgia de Ligadura e Perfuração Cecal (CLPC) 

Após serem anestesiados com ketamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) 

via intraperitoneal (i.p.), os animais passaram pelos procedimentos demonstrados 

na Figura 3. Foi feita a tricotomia na parte ventral dos animais, seguida da incisão 

central de aproximadamente 2 cm, seguida da exposição do ceco e obstrução 

(ligadura parcial) no segmento distal próximo da válvula ileocecal. O ceco foi 

perfurado com agulha 14G na borda antimesentérica. Após a verificação da saída 

de fezes do ceco, essa estrutura foi retornada à cavidade abdominal. A incisão 

cirúrgica foi fechada em 2 planos de sutura fáscia e músculos abdominais com 

poliéster 4 (0) em pontos contínuos. No final dos procedimentos, foi administrado 

um volume de 3 mL de solução salina, via subcutânea (s.c.), como líquido de 

reanimação. Os animais controles (Operação Fictícia - OF) passaram por todas as 

etapas cirúrgicas, porém sem perfuração do ceco e ligadura (LEITE et al., 2013). 

 

Figura 3 - Cirurgia de ligadura e perfuração cecal (CLPC). A= Incisão central no ventre do rato e exposição 
do ceco, B= A seta representa o local de ligadura com posterior perfuração do ceco e liberação das fezes. C= 
Inserção do órgão perfurado na cavidade abdominal, seguida de sutura interna e externa, D= Incisão 
cirúrgica suturada, E= animais em recuperação cirúrgica. OF= Operação fictícia. 
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Os grupos de animais OF e de sepse foram subdivididos em dois para 

receberem, por via intraperitoneal (i.p.), antibióticos ou extrato de própolis. As 

doses dos antibióticos clindamicina (25 mg/kg) e gentamicina (3 mg/Kg) foram 

dadas antes dos procedimentos cirúrgicos e, novamente, com 24 e 48h. O extrato 

de própolis (100mg/kg, i.p.) foi administrado no mesmo regime de tratamento dos 

antibióticos. Os testes experimentais ocorreram 30min após a última 

administração das substâncias. Para esses experimentos os animais (n=40) foram 

divididos em 4 grupos de 10 animais cada (Figura 4): 

GRUPO 1: Animais submetidos à OF e tratados com antibióticos.  

GRUPO 2: Animais submetidos à OF e tratados com própolis (100 mg/kg).  

GRUPO 3: Animais submetidos à Sepse e tratados com antibióticos. 

GRUPO 4: Animais submetidos à Sepse e tratados com própolis (100 mg/kg). 

 

 

3.5 Modelos experimentais 

 

3.5.1 Teste do Campo Aberto 

Aparato: Arena em madeira (60x60x35 cm), com o chão dividido em nove 

quadrantes de 20x20 cm (Figura 5). 

 

Figura 5 – Teste do Campo aberto dividido em 9 quadrantes para avaliar a atividade locomotora dos ratos. 
Inicialmente, o animal é posicionado no centro da arena para, posteriormente explorar o equipamento 
durante 5 min. 
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Fundamento: A avaliação de roedores em uma arena ou campo aberto é um 

procedimento muito utilizado por vários pesquisadores, com a finalidade de se 

observar a atividade locomotora de animais de pequeno porte (LUCENA et  al., 

2010). Em um primeiro momento, sabe-se que ratos, assim como os seres 

humanos, podem reagir ao ambiente considerado “novo” e apresentar uma 

resposta aversiva, característica de congelamento (do inglês freezing), que é um 

comportamento típico que, muitas vezes, os animais usam como forma de 

diminuir as detecções auditivas por parte dos predadores. No entanto, em um 

segundo momento, ele tende a explorar o ambiente onde se encontra. 

Procedimento experimental: Antes do início dos experimentos, os animais foram 

levados ao laboratório por um período de, no mínimo, uma hora, para aclimatação 

e habituação ao ambiente do teste. A atividade locomotora foi considerada 

quando o animal atravessava um dos quadrantes do campo aberto com as quatro 

patas. Cada animal foi testado por um período de 5 min. Todos os experimentos 

foram conduzidos entre 08:00 e 12:00 h, com o objetivo de evitar a influência de 

variações circadianas, que poderiam interferir com os resultados experimentais. 

3.5.2 Teste do Labirinto em cruz elevado (LCE) 

Aparato: Equipamento em madeira, na forma de cruz, elevado 50 cm do chão, 

com dois braços fechados (50x10x40 cm) e dois abertos (50x10 cm), opostos 

entre si (PELLOW et al., 1985). Uma proteção de acrílico transparente de 1 cm de 

altura circundava os braços abertos com o objetivo de impedir a queda dos 

animais do LCE (Figura 6). 

Fundamento: O LCE é baseado na aversão natural que roedores apresentam 

pelos braços abertos do labirinto. Quando são forçados a permanecerem nesses 

braços mostram manifestações fisiológicas e comportamentais de medo, tais 

como congelamento, defecação e aumento nos níveis de corticosteróides 

plasmáticos (PELLOW et  al., 1985). Como consequência, eles permanecem um 

tempo maior nos braços fechados. 

Estudos de Treit et  al., (1993) indicaram que o fator de maior contribuição 

para esta “reação de medo” era a falta das paredes altas nos braços abertos, que 
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impedia a tigmotaxia. A proporção da exploração nos braços abertos determinava 

uma medida de ansiedade, de modo que o aumento nas porcentagens de tempo 

e de entradas nos braços abertos era considerado indicativo de resposta 

ansiolítica (HANDLEY e MITHANI, 1984; PELLOW et  al., 1985). 

 

Figura 6 – Teste do Labirinto em cruz elevado utilizado para se avaliar a resposta ansiolítica ou ansiogênica 
das substâncias administradas nos ratos. O animal é sempre colocado no centro do labirinto para ter a 
escolha de explorar os braços abertos ou fechados durante um período de 5 min. 

 

Procedimento experimental: Cada rato foi posicionado no centro do LCE, com a 

face voltada para um dos braços fechados e colocado para explorar o 

equipamento por 5 min. O pesquisador fez as anotações do número de entradas e 

do tempo de permanência dos animais nos braços abertos (EBA e TBA, 

respectivamente) e o número de entradas e o tempo de permanência dos animais 

nos braços fechados (EBF e TBF, respectivamente).  

As porcentagens de EBA (%EBA) foram calculadas em relação ao número total de 

entradas nos dois braços e ao tempo de exploração nesses braços em relação ao 

tempo total do experimento. Essas porcentagens (%) da EBA e TBA foram 

calculadas de acordo com as fórmulas: (EBA/EBA+EBF)x100 e 

(TBA/TBA+TBF)x100, respectivamente (LUCENA et al., 2010). O efeito ansiolítico 

ou ansiogênico foi definido pelo aumento ou diminuição, respectivamente, na 

proporção das EBA, relativo ao número total de entradas em ambos os braços, e 

no tempo de exploração naqueles braços, relativo ao tempo total experimental. 
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3.5.3. Teste do Nado forçado 

Aparato: Os animais avaliados no teste do nado forçado (PORSOLT et al., 1977) 

foram colocados em um cilindro Plexiglass (30 cm de diâmetro e 50 cm de altura), 

contendo 40 cm de volume de água a uma temperatura de 23 ± 1°C por 5 min 

(Figura 7). 

 
 
Figura 7: Aparato utilizado para o Teste do Nado forçado, onde os animais permaneceram dentro por um 
tempo total de 5 min, onde os 2 primeiros minutos foram considerados para habituação. 

 

Fundamento: Um perfeito modelo experimental para uso com animais deve ser 

isomórfico às condições humanas e torna-se útil quando pode ser mostrado que 

tem uma analogia relevante, ou seja, quando ele revela alguns aspectos de um 

processo complexo, por meio de hipóteses testadas em humanos (MCBRIDE et 

al., 1998).  Existem duas teorias que envolvem o uso desse teste: uma voltada 

para avaliação de estresse e outra envolvendo o estado de imobilidade dos 

animais. Neste último caso, alguns autores consideram que este tipo de 

comportamento pode representar apatia, que é uma característica típica de um 

estado de depressão. As duas podem ser avaliadas por meio desse modelo, 

tendo em vista que as reações de fuga e luta são bem caracterizadas (KIRBY e 

LUCKI, 1998; REDROBE et al., 1998). Este modelo é o mais amplamente 

utilizado para avaliação farmacológica de atividade antidepressiva (LUCENA et 

al., 2010). 
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Procedimentos experimentais: Os ratos exibiram dois tipos de comportamentos 

em um tempo de 5 min: fuga, que foi observada nos primeiros dois minutos; e 

imobilidade contínua nos três últimos minutos (permanecer flutuando, mantendo 

somente os movimentos mínimos necessários para manter a cabeça fora da 

água). Os dois minutos iniciais (fuga) foram considerados para habituação ao 

teste. O tempo da imobilidade foi definido como indicativo de comportamento 

relacionado à depressão/estresse (KIRBY e LUCKI, 1998; LUCENA et al., 2010).  

 

3.5.4 Esquiva inibitória do tipo step-down 

Aparato: O aparelho de esquiva (EP-104 INSIGHT) consiste em uma caixa de 

vidro e metal medindo 50 x 25 x 25 cm, com uma plataforma de 5 cm de altura, 8 

cm de largura e 25 cm comprimento. No canto esquerdo apresenta uma série de 

barras de alumínio, distribuídas com uma distância de 1 cm entre si, que constitui 

o assoalho da caixa, conectadas a um estimulador elétrico (Figura 8). 

 

Figura 8 – Esquiva inibitória do tipo step-down usada para avaliar a memória de curta e longa duração em 
rato durante um período de 3 min. 

Fundamento: A medida da latência avaliada no teste da esquiva inibitória do tipo 

step-down tem sido um dos modelos experimentais usados por muitos 

laboratórios na avaliação dos estudos envolvendo aprendizagem e memória 

(MAIA et  al., 2009; LUCENA et al., 2013). Para tal, os parâmetros de avaliação 

envolvem uma fase de treino e pós-treino e um choque de baixa intensidade, que 

serve de estímulo aversivo para que o animal deixe de executar uma determinada 

tarefa que foi a ele apresentada. Esse procedimento deve ser lembrado quando 

da realização de um teste proposto, como mecanismo de retenção da memória. 
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Procedimento experimental: As etapas apresentadas a seguir são padronizadas 

na área de investigação de memória para este teste específico. 

- No primeiro dia da análise, os animais foram habituados ao aparato, 

permanecendo no interior do mesmo por 3 min. 

- No segundo dia, os animais foram cuidadosamente colocados na plataforma 

em frente ao canto esquerdo da caixa de treino, com a face virada para o lado 

oposto ao do observador. Assim que o animal desceu da plataforma e colocou 

as quatro patas na grade recebeu um choque de 0,4 mA por 1 seg, sendo 

retirado imediatamente da caixa de treino. A memória de curta duração (MCD) 

foi investigada 1 h após o treino. No teste, o tempo (latência) máximo de 3 min 

(180 seg) em que os animais levaram para descer com as quatro patas da 

plataforma foi utilizado como indicativo de retenção de memória. 

- No terceiro dia (24h após a avaliação da MCD), os animais foram novamente 

colocados cuidadosamente na plataforma em frente ao canto esquerdo da 

caixa de treino. A memória de longa duração (MLD) foi avaliada da mesma 

forma que na MCD, onde o tempo (latência) máximo também de 3 min (180 

seg) em que os animais levaram para descer com as quatro patas da 

plataforma foi utilizado como indicativo de retenção de memória. 

Após observar cada animal nos testes, os aparatos foram limpos com álcool 10% 

(v/v) para evitar que o odor do rato recém-testado interferisse no comportamento 

dos demais a seriam testados. 
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3.5.5. Delineamento experimental 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 – Delineamento experimental das etapas da administração do extrato de própolis (100 mg/Kg, i.p.): 
A) Dia 1 - procedimentos cirúrgicos; Dia 2 – habituação dos animais no teste da esquiva inibitória; Dia 3: 
testes comportamentais (locomoção, ansiedade e depressão/estresse) e avaliação da memória de curta 
duração – MCD; Dia 4 – avaliação da memória de longa duração (MLD). B) Demonstração dos testes 
experimentais realizados com os animais sobreviventes aos procedimentos cirúrgicos. 

 

3.6 Análise estatística 

Os dados foram expressos como a média ± erro padrão da média (e.p.m.) 

de 10 animais por grupo. As comparações estatísticas dos resultados 

comportamentais foram realizadas pela Análise de Variância (ANOVA) de uma via 

e os grupos foram comparados entre si pelo teste post-hoc de Newman-Keuls. A 

probabilidade indicativa da existência de diferença estatisticamente significante foi 

de p≤0,05. Os dados foram analisados utilizando-se o software GraphPad Prism, 

versão 5.01®, 2010 (San Diego, CA). Para a avaliação dos dados do tempo de 

latência no teste de esquiva inibitória do tipo step-down foi realizada uma análise 

não-paramétrica onde foram utilizadas as medianas (com seus intervalos 

interquartis) e analisadas por meio do teste de Kruskal-Walis seguido do post hoc 

de Dunn.  
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44..11  TTeessttee  ddoo  CCaammppoo  AAbbeerrttoo  

Neste teste, a locomoção dos animais foi avaliada considerando o número 

total de quadrantes percorridos em um período de 5 minutos. a ANOVA de uma 

via não revelou diferença significante entre os grupos [F(3,39) = 0.3165, p=0,8133], 

conforme demonstrado na Figura 10.  
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Figura 10 – Atividade locomotora de ratos administrados com o extrato de própolis (100 mg/Kg, i.p.) ou 
antibióticos e avaliados no teste do campo aberto por 5 min. Os dados representam a média ± epm de 10 
animais/grupo. OF+A= Operação ficticia+Antibióticos, OF+P= Operação fictícia+Própolis, S+A= 
Sepse+Antibióticos, S+P= Sepse+Própolis. 

 

4.2  Teste do LCE 

A investigação dos níveis de ansiedade de ratos que sobreviveram aos 

procedimentos cirúrgicos foi realizada no teste do LCE após 48h dos 

procedimentos cirúrgicos (Figura 11). A ANOVA de uma via mostrou que os 

animais do grupo sepse reduziram a %EBA [F(3,39) = 10,07, p<0,0001] e a %TBA 

[F(3,39) = 6,484, p=0,0013] do LCE. Nenhuma alteração foi observada na 

frequência de EBF [F(3,39) = 0,025, p=0,8233] 
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Figura 11 – Avaliação do comportamento relacionado à ansiedade de ratos administrados por via i.p. com 
extratos de própolis (100mg/kg) ou antibióticos, e avaliados após 48h no teste do LCE. A) %EBA - representa 
a porcentagem de entradas nos braços abertos do LCE; B) %TBA – representa a porcentagem de tempo de 
permanência nos braços abertos do LCE; C) EBF – representa a frequência de entrada nos braços fechados 
do LCE. *p≤ 0,05 comparado com aos animais do grupo controle OF + antibióticos; #p≤ 0,05 comparado ao 
grupo de sepse + antibióticos (ANOVA, teste de Newman Keuls).  OF+A= Operação ficticia+Antibióticos, 
OF+P= Operação fictícia+Própolis, S+A= Sepse+Antibióticos, S+P= Sepse+Própolis. 
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4.3 Teste do Nado Forçado 

Para avaliar o comportamento sugestivo de depressão/estresse, o tempo 

de imobilidade que os animais permaneciam no tanque foi tomado como 

parâmetro. Os animais que sobreviveram à sepse tratados com antibióticos 

apresentaram um tempo de imobilidade reduzido, quando comparado aos 

controles OF tratados com antibióticos [F(3,39) = 8,425, p=0,0002]. O extrato de 

própolis, por sua vez, melhorou o parâmetro avaliado, fazendo com que os 

animais apresentassem comportamento similar aos controles OF (Figura 12).  
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Figura 12 – Efeito do extrato de própolis (100 mg/Kg, i.p.) ou antibióticos em ratos operados com 48h e 
avaliados quanto ao tempo de imobilidade no teste do Nado Forçado, por um período de 3 min. Os dados 
representam a média ± epm de 10 animais/grupo (ANOVA, teste de Newman-Keuls). OF+A= Operação 
ficticia+Antibióticos, OF+P= Operação fictícia+Própolis, S+A= Sepse+Antibióticos, S+P= Sepse+Própolis.   

 

 

 

 

 

 

 

 



 42 

4.4 Teste da Esquiva Inibitória do tipo step down 

Os resultados da Esquiva inibitória mostraram que os animais que 

sobreviveram à sepse tratados com antibióticos apresentaram um prejuízo tanto 

da aquisição quanto da retenção de memória, demonstrado pela diminuição do 

tempo de permanência dos animais na plataforma, quando avaliados com 48 e 

72h após os procedimentos cirúrgicos. Os animais que sobreviveram a sepse 

tratados com extrato de própolis, por sua vez, tiveram um tempo de permanência 

maior na plataforma, com respostas similares aquelas apresentadas pelos 

animais controles do grupo OF+antibióticos (p<0,05) (Figura 13). 

Figura 13 – Efeito do extrato de própolis (100 mg/Kg, i.p.) ou antibióticos em ratos operados com 48h (MCD) 
e 72h (MLD) e avaliados no teste da Esquiva Inibitória, por um período de 3 min. Os dados são 
representados pelas medianas (intervalos interquatis) da latência na plataforma. . *p<0,05 representa 
diferença estatística intragrupos, em relação aos resultados observados nos treinos (antes do choque); 
#p<0,05 representa diferença estatística em relação ao grupo S+A, conforme cada parâmetro avaliado 
(Kruskal-Wallis, teste de Mann-Whitney). OF+A= Operação ficticia+Antibióticos, OF+P= Operação 
fictícia+Própolis, S+A= Sepse+Antibióticos, S+P= Sepse+Própolis.  MCD= memória de curta duração; MLD= 
memória de longa duração. 
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O extrato de própolis verde apresentou um efeito benéfico contra os déficits 

comportamentais e cognitivos decorrentes da sepse induzida experimentalmente 

em ratos, o que foi demonstrado pelo  bloqueio das respostas de ansiedade, 

estresse e prejuízo de memória. Não foram verificadas alterações nas 

locomoções dos animais tanto quando eles foram avaliados no testes do campo 

aberto, quanto nos braços fechados do LCE, descartando a possibilidade da dose 

do extrato ter interferido nos demais comportamentos em decorrência da 

locomoção prejudicada. 

A propriedade anti-inflamatória do extrato de própolis que modula os 

comportamentos dos animais sobreviventes à sepse pode ser atribuida aos seus 

componentes ativos, visto que uma variedade deles tem sido identificada em 

amostras de diferentes origens, variando de acordo o local e o tempo da coleta. 

Dentre a diversidade de princípios ativos destacam-se os compostos prenilados 

(Artepilina C), ésteres, flavonóides (flavonas e chalconas), terpenos, β-esteróides, 

ácidos graxos e aromáticos (FISCHER et al., 2010; MARCUCCI et al., 2000; 

2001). Apesar de no presente estudo somente o extrato ter sido avaliado, não 

descarta-se a hipótese de que a integração da cascata de sinalização envolvendo 

os componentes citados possa estar contribuindo para as respostas observadas. 

Como complemento à essas propriedades da própolis na inflamação como 

antimicrobiana, destaca-se o fato dela ser extensamente utilizada pelas indústrias 

médicas e químicas,  como um importante agente imunomodulador (FULIANG et 

al., 2005; HUTCHINS et al., 2014). Dessa maneira, sabendo ser a sepse uma 

inflamação sistêmica ocasionada por bacteremia, as suas atividades 

imunomodulatórias podem, provavelmente, atuar de modo a controlar a reação 

inflamatória, de forma a permitir uma maior sobrevida aos pacientes acometidos 

por essa patologia.      

Nos últimos anos, muitas pesquisas estiveram focadas para a descoberta 

de novos alvos que justifiquem as sequelas da sepse (HUTCHINS et al., 2014; 

SFORCIN e BANKOVA, 2011). Apesar das muitas alternativas farmacológicas 

terem gerado perspectivas de redução da mortalidade e de suas consequências, 

muitas lacunas ainda são observadas nessa área (SCHORR et al., 2014).  
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Quando fizemos uma analogia dessa realidade observada em UTI, com os 

dados laboratoriais envolvendo sujeitos experimentais utilizados nesta pesquisa, 

observou-se que os animais que sobreviveram à sepse tratados com antibióticos 

apresentaram níveis de ansiedade, estresse e déficits cognitivos compatíveis com 

a realidade observada nos pacientes críticos sobreviventes a um quadro similar 

de infecção sistêmica. O extrato de própolis na situação considerada melhorou os 

prejuízos comportamentais e cognitivos decorrentes da sepse, apresentando 

respostas similares aos animais controles OF. 

O comportamento de ansiedade, observado nos animais  sobreviventes à 

sepse e tratados com antibióticos, foi caracterizado pela redução no percentual de 

suas entradas nos braços abertos do LCE e no tempo de permanência deles nos 

referidos braços. Esses resultados foram compatíveis com muitos outros em 

condições experimentais variadas, mostrando que respostas dessa natureza 

podem ser consideradas ansiogênicas, visto que a lomoção dos animais não foi 

afetada (BARICHELLO et al., 2007; LEITE et al., 2013). 

Quando avaliados no teste do nado forçado, os mesmos animais 

apresentaram uma redução no tempo de imobilidade, comportamento sugestivo 

de estresse. Esses resultados, no teste do nado forçado, não reproduziram 

aqueles observados previamente por nosso grupo de pesquisa e de outros 

pesquisadores, quando se observou um maior tempo de imobilidade, sugestivo de 

apatia, que é uma das características típicas de um quadro sugestivo de 

depressão (COMIN et al., 2011). Essa divergência de resultados pode, 

provavelmente, ser em decorrência dos animais terem sido avaliados com 

somente 48h após os procedimentos cirúrgicos, contrapondo os demais estudos 

em que os sujeitos experimentais foram avaliados após uma semana.  

A avaliação da locomoção dos animais é um parâmetro importante para a 

análise dos comportamentos aqui considerados. Corroborando parte de nossos 

achados, ainda considerando o nado forçado, uma observação foi feita por Lee et 

al. (2013), quando administraram propólis aos animais experimentais e testados 

no campo aberto, condição esta que eles consideraram importante para a 

avaliação antidepressiva do referido extrato. Os autores observaram que os 
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animais apresentaram comportamentos sugestivos de depressão, que foram 

bloqueados pelo fitoterápico, respostas que não foram afetadas pela atividade 

locomotora alterada. Ao contrário dos dados desses autores, nossos animais que 

sobreviveram à sepse apresentaram uma redução no tempo de imobilidade, 

sugestiva de comportamento de estresse, conforme já relatado previamente. O 

extrato de própolis manteve as respostas similares aos animais controles. A 

divergência desses resultados deve-se, provavelmente, aos procedimentos 

cirúrgicos e tempo de recuperação dos animais frente à infecção apresentada. 

Esses resultados corroboram também aqueles em que o seu óleo essencial 

de própolis teve efeito terapêutico na redução dos níveis de ansiedade por 

antagonizar as hiperfunções do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal e melhorando a 

habilidade de anti-oxidação dos tecidos cerebrais (LI et al., 2012). O extrato, por 

sua vez, mostrou um efeito antidepressivo que poderia também ser mediado  pela 

regulação da atividade daquele eixo via os receptores glicocorticóides sinalizado 

pela proteina de ligação de elementos de respostas do AMPc (CREB, do inglês 

cAMP response element-binding protein) (CHEN et al., 2008). 

Considerando as observações feitas na Introdução, de que muitas 

alterações psicocomportamentais podem afetar a memória, chama-se atenção ao 

fato de que os animais que sobreviveram à sepse tratados com antibióticos 

também mostraram uma redução na latência na plataforma do teste de esquiva 

inibitória, característica de um prejuízo na MCD e MLD. O extrato de própolis, por 

sua vez, preveniu esses danos cognitivos, principalmente a MCD que teve 

resposta similar aos animais controles OF.  

Esses dados envolvendo a interferência da própolis nos dados aqui 

observados, corroboram outros achados envolvendo o uso da medicamentos 

naturais para a melhora da memória. A Ginkgo biloba, por exemplo, apresentou 

propriedades neuroprotetoras melhorando o funcionamento cognitivo de animais 

experimentais frente aos efeitos nocivos do estresse (WARDA et al., 2002). O 

extrato padronizado de combinações de Angelica gigas, Saururus chinensis e 

Schizandra chinensis também apresentou características neuroprotetoras contra a 

morte neuronal celular e déficits cognitivos (KANG et al., 2005).  
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Muitos desses resultados se preocuparam em mostrar molecularmente as 

interferências desses produtos naturais para uma melhor consolidação das 

respostas terapêuticas observadas. Nossa pesquisa, entretanto, pouco avançou 

nesta etapa, mas os resultados parciais mostram que o extrato de própolis pode 

interferir nas citocinas e em alguns eventos bioquímicos decorentes da 

inflamação, nos conduzindo a uma investigação mais detalhada a este respeito 

(dados não demonstrados). 

Está bem estabelecido que as citocinas orquestram e perpetuam as 

características inflamatórias crônicas de diversas doenças (MISSIMA et al., 2009; 

2010). A ação anti-inflamatória da própolis tem sido investigada por vários 

pesquisadores, utilizando diferentes modelos animais (HU et al., 2005; KHAYYAL 

et al., 1993, MIYATAKA et al., 1997; PAULINO et al., 2006). Quando administrada 

em ratos, na dose de 200 mg/kg, durante 3 dias, ela inibiu a produção de IFN-γ 

em culturas de esplenócitos (ORSATTI et al., 2010b). Culturas realizadas nessas 

células de camundongos C57BL/6 tratados com própolis verde brasileira na 

mesma dose, durante 14 dias, houve uma inibição na produção de IL-1β, IL-6, 

IFN-γ, IL-2 e IL-10 (MISSIMA et al., 2010; ORSATTI et al., 2012). 

As atividades antimicrobianas da própolis são bem documentadas contra 

diversas bactérias (SFORCIN et al., 2000; WAGH, 2013), leveduras (SFORCIN et 

al., 2001), vírus (BÚFALO et al., 2009; GEKKER et al., 2005) e parasitas 

(FREITAS et al ., 2006). In vitro, a própolis pode atuar diretamente sobre os 

microrganismos, e in vivo podem estimular o sistema imunitário a ativar os 

mecanismos envolvidos na morte dos microrganismos . 

Este fitoterápico também pode apresentar efeitos sinérgicos com 

medicamentos antimicrobianos. Oksuz et al. (2005) verificaram uma atividade 

sinérgica entre a ciprofloxacina e própolis no tratamento da ceratite experimental 

provocada por Staphylococcus aureus. Orsi et al. (2006) relataram que a própolis 

diminuiu a resistência da parede celular de bactérias facilitando a ação dos 

antibióticos (amoxicilina, ampicilina e cefalexina) e ela teve também efeitos 

sinérgicos com os antibióticos que atuam sobre o ribossoma (cloranfenicol, 

tetraciclina e neomicina) No entanto, a própolis não parece interagir com os 
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antibióticos que atua sobre o DNA (ciprofloxacina e norfloxacina) e ácido fólico 

(cotrimoxazol). Nossa pesquisa não teve como objetivo fazer uma interação da 

própolis com os antibióticos clindamicina e gentamicina usados nos animais, mas 

sim avaliar se o seu perfil de resposta na inflamação era parecido com o 

apresentado por aquela associação de antibacterianos. No entanto, não descarta-

se a possibilidade dessa avaliação realizada por Orsi e seus colaboradores. 

Tendo em vista que esta é a primeira pesquisa “in vivo” no investimento 

terapêutico da própolis na área envolvendo sepse e as sequelas decorrentes da 

encefalopatia séptica, esses achados podem se constituir, provavelmente, em um 

alvo de pesquisa promissor para investimentos das indústrias farmacêuticas na 

área farmacológica envolvendo infecção sistêmica. 
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Em um contexto geral, o extrato de própolis pode prevenir as alterações 

comportamentais e cognitivas resultantes da sepse experimental, induzida 

experimentalmente em ratos por meio da cirurgia de ligadura e perfuração cecal, 

cabendo investigar os possíveis mecanismos celulares e moleculares envolvidos 

com as respostas produzidas por esta terapia natural. Esses resultados foram 

baseados nas seguintes observações: 

 

1. Os animais que sobreviveram à sepse tratados com antibióticos apresentaram 

diminuição nas percentagens de entradas nos braços abertos e tempo de 

permanência nos referidos braços do labirinto em cruz elevado. Essa resposta 

pareceu ser sugestiva de ansiedade (ansiogênica), visto que tanto a 

locomoção quanto a frequência de entrada nos braços fechados do labirinto 

não foram afetadas.  

2. Os mesmos animais apresentaram comportamento sugestivo de estresse no 

teste do Nado forçado, que foi caracterizado por uma redução no tempo de 

imobilidade. É possível que esses resultados tenham sido reflexo do tempo de 

recuperação dos animais (48h), mas que corroborou com aqueles observados 

no teste do labirinto em cruz elevado. 

3. A sepse induzida experimentalmente nos animais tratados com antibióticos 

induziu prejuízos na memória de curta e de longa duração no teste da Esquiva 

inibitória do tipo step down, observados pela redução no tempo de latência na 

plataforma do aparato.  

4. O extrato de própolis impediu a resposta ansiogênica decorrente da sepse 

induzida experimentalmente, quando elevou as percentagens de entradas nos 

braços abertos e tempo de permanência nos referidos braços do labirinto em 

cruz elevado, mantendo uma resposta similar aos animais controles de 

operação fictícia tratados com própolis. Tanto a locomoção quanto a 

frequência de entrada nos braços fechados do labirinto também novamente 

não foram afetadas.  



 51 

5. O efeito sugestivo de estresse dos ratos sobreviventes à sepse tratados com 

antibióticos, caracterizado pela redução do tempo de imobilidade, foi 

bloqueado pelo extrato de própolis, mantendo uma resposta similar aos 

animais controles tratados com o mesmo extrato. 

6. Os animais que sobreviveram à sepse tratados com extrato de própolis 

tiveram um tempo de permanência maior na plataforma quando comparados 

aos animais sobreviventes à sepse tratados com antibióticos, tanto na 

memória de curta quanto de longa duração, sugerindo um efeito mnemônico 

da própolis. 
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A própolis contém um largo espectro de compostos com muitas atividades 

biológicas. É considerado um produto útil e já é utilizado em medicina alternativa. 

Recentemente tem havido um interesse crescente na sua utilização pelas 

indústrias de processamento de alimentos, cosméticos e farmacêuticos. 

Considerando isso, mais estudos sobre os componentes bioativos da própolis são 

necessários para identificar interações mediadoras e os seus efeitos biológicos. 

Outros estudos em animais experimentais também são necessários em verificar a 

sua biodisponibilidade, estabilidade em diferentes preparações, doses seguras e 

eficazes para a prevenção ou tratamento de doença em humanos.  

Foi observado que as propriedades biológicas desse fitoterápico têm sido 

intensamente investigada nos últimos anos, atraindo um grande interesse dos 

consumidores em produtos contendo própolis comercializados por lojas de 

produtos naturais e apontando o seu potencial terapêutico para o 

desenvolvimento de novos medicamentos. No entanto, a fim de estabelecer 

requisitos mínimos ou padrões de configuração para iniciar a investigação de 

novos medicamentos, alguns pontos consideramos importantes serem 

ressaltados: 

Em primeiro lugar, os constituintes químicos das diferentes espécies 

devem ser mais explorados, visto que as suas propriedades biológicas podem ser 

associadas as suas composições químicas e fontes botânicas. Se prender nos 

estudos que envolvam somente extratos naturais inviabiliza uma possibilidade de 

melhor investimento dos seus princípios ativos, que são os maiores alvos das 

indústrias farmacêuticas, em busca de terapias cada vez mais eficazes para o 

tratamento de doenças diversificadas. 

Em segundo lugar, diz respeito a um problema jurídico para o registro da 

própolis como "ervas", isto porque ela é considerada como produto oriundo de 

abelha (portanto, animal), e não um produto essencialmente à base de plantas, 

para assim ser considerada “erva”. Para tornar-se um medicamento, as própolis 

de diferentes origens e regiões não devem ser usadas como uma mistura de 

todos os constituintes. Por conta disso, acredita-se que os seus compostos 

isolados poderiam tornar-se uma opção para medicamentos modernos, sem 
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muitos eventos adversos normalmente apresentados por muitas alternativas 

sintéticas, em especial quando se trata de antimicrobianos. 

Em terceiro lugar, é bem sabido que os ensaios in vitro são fundamentais 

para o fornecimento de resultados sobre os mecanismos de ação, e aqueles in 

vivo têm fornecido informações sobre as propriedades biológicas do produto 

investigado. No entanto, apesar das várias pesquisas envolver o uso própolis para 

vários males há pouca informação disponível sobre a sua eficiência clinica.  

Tendo em vista que os dados aqui apresentados constitui a primeira 

pesquisa “in vivo” no investimento terapêutico da própolis na área envolvendo 

sepse e as sequelas decorrentes da encefalopatia séptica, esses achados podem 

se constituir, provavelmente, em um alvo de pesquisa promissor para 

investimentos na área farmacológica na área de infecção sistêmica. 
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