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RESUMO 
 
A perda neuronal dopaminérgica que ocorre na doença de Parkinson (DP) tem sido 

relacionada com o estresse oxidativo e a neuroinflamação na via nigroestriatal. O 

Tradescantia spathacea tem propriedades antioxidantes e pode ser uma estratégia 

terapêutica para a DP. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito neuroprotetor do extrato 

aquoso de T. spathacea (EATS), administrado por via oral, sobre a lesão da via nigrostriatal 

em ratos. Foram realizados quatro processos de extração, dois por líquidos pressurizados 

(ELP 1:30 e ELP 1:90 m/v) e dois por infusão (INF 1:30 e INF 1:50 m/v).  Os extratos foram 

analisados quanto ao rendimento global, teor de ácidos fenólicos e flavonoides totais para a 

seleção do EATS para aplicação in vivo. O extrato selecionado foi avaliado quanto à sua 

atividade antioxidante (capacidade de sequestro de 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo – método 

DPPH). O estudo foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso Animal da Universidade 

Tiradentes (protocolo número 020517). Ratos Wistar machos (180 - 250 g) receberam 

microinjeção intraestriatal de solução salina contendo ácido ascórbico (0,02%) ou 6-

hidroxidopamina (6-OHDA, 20 μg/3μL). Os animais foram divididos em 5 grupos (n = 8) e 

tratados diariamente por gavagem (0,5 mL) com veículo (água destilada) ou EATS (10; 30 

ou 100 mg/kg) por 30 dias a partir do procedimento cirúrgico. Foram realizados os seguintes 

testes: campo aberto, para avaliar a atividade motora (explorações horizontais e verticais) e 

ansiedade (defecação) (24 horas e 15 dias após as microinjeções), teste do cilindro, para a 

avaliação de toques espontâneos contra ou homolaterais à lesão (dias 9 e 29), e teste de 

comportamento rotatório induzido por apomorfina (0,5 mg/kg) (30 dias), para avaliar a 

extensão da lesão. A eutanásia foi realizada no dia 30, e os encáfalos, fígado e rins dos 

ratos foram removidos, fixados em formalina e incluídos em parafina. As secções dos 

fígados e rins foram coradas pela técnica hematoxilina-eosina para a análise de sinais de 

toxicidade subaguda. Seções da substância negra pars compacta (SNc) foram coradas por 

imunohistoquímica para tirosina-hidroxilase (TH), para contagem de neurônios 

dopaminérgicos. Também foi medida a densidade óptica relativa de fibras positivas para TH 

e expressão de proteína ácida fibrilar glial (GFAP) (resposta astrocitária) no estriado. Para a 

análise estatística foram aplicados testes ANOVA (uma ou duas vias) seguida de post-hoc 

de Bonferroni (dados Gaussianos), ou Kruskal-Wallis, seguido pelo posts-hoc de Dunn 

(dados não Gaussianos). O rendimento dos de extratos foi de 34,1% (PLE 1:90), 29% (PLE 

1:30), 21,5% (INF 1:30) e 21,7% (INF 1:50). As obtenções de ácidos fenólicos foram de 9,5 

mg/g (PLE 1:90), 21,1 mg/g (PLE 1:30), 16,8 mg/g (INF 1:50) e 31,7 mg/g (INF 1:30). Os 

quantitativos de flavonoides totais foram de 38,9 mg/g (ELP 1:90), 26,2 mg/g (ELP 1:30), 

29,1 mg/g (INF 1:30) e 35,4 mg/g (INF 1:50). O EATS obtido por infusão 1:30 (m/v), com 

IC50 de 16,7±1,9 µg/mL, foi selecionado para aplicação no ensaio in vivo e apresentou IC50 

de 16,7 ± 1,9 µg/mL no ensaio DPPH. Nos testes comportamentais, a lesão causada pela 6-

OHDA promoveu rotações contralaterais à lesão após aplicação de apomorfina, diminuição 

significativa nas explorações horizontais e verticais e aumento das defecações, mas não 

induziu mudanças no teste do cilindro. A EATS a 30 mg/kg aumentou a atividade 

exploratória em campo aberto, em comparação com o grupo lesionado não tratado, 

enquanto o EATS 100 mg/kg reduziu significativamente as rotações e a defecação. O 

tratamento com EATS a 10 mg/kg não promoveu mudanças comportamentais. No entanto, o 

EATS em todas as doses administradas foi protetor contra alterações histológicas induzidas 

por 6-OHDA, quais sejam: diminuição significativa no número médio de neurônios TH na 

SNc e na densidade de fibras no estriado, e aumento significativo da reação astrocitária no 

estriado. Não foram observados sinais de toxicidade no fígado e rins. Os resultados indicam 

efeito neuroprotetor e ansiolítico da EATS. 

Palavras-chave: Commelinaceae; Doença de Parkinson; Degeneração estriatonigral. 
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ABSTRACT  
 
 The dopaminergic neuronal loss that occurs in Parkinson’s disease (PD) has been 
related to the oxidative stress and neuroinflammation in the nigrostriatal pathway. The 
Tradescantia spathacea has antioxidant properties and may be a therapeutic strategy for PD. 
The aim of this work was to evalute the neuroprotective effect of the aqueous extract of T. 
spathacea (AETS), orally administrated, on the nigrostriatal pathway lesion in rats. They 
were performed four extraction process, two by pressurized liquid extraction (ELP 1:30 and 
ELP 1:90 w/v) and two by infusion (INF 1:30 and INF 1:50 w/v). The total yield, phenolic 
compounds and total flavonoids were assessed for the selection of the AETS for in vivo 
application. The selected AETS was evaluated regarding its antioxidant activity (scavenging 
of 2,2-di- phenyl-1-picrylhydrazyl - DPPH - method). The study was approved by the Ethical 
Committee on Animal Use of Tiradentes University (protocol number 020517). Adult male 
Wistar rats (180-250 g) received intraestriatal microinjection of ascorbate saline (0.02%) or 6-
hydroxydopamine (6-OHDA, 20 μg/3μL). The animals were divided into 5 groups (n = 8) and 
treated daily by gavage (0.5 mL) with vehicle (distillated water) or AETS (10; 30 or 100 
mg/kg) for 30 days from the surgical procedure. The following test were carried out:  the 
open field, in order to evaluate the motor activity (crossing e rearing) and anxiety (defecation) 
(24 hours and 15 days after the microinjections), cylinder test, for the assessment of forelimb 
use asymmetry (days 9 and 29), and apomorphine-induced (0.5 mg/kg) rotational behavior 
(30 days), to evaluate the lesion extend. The euthanasia was carried out at day 30, and the 
rat brains, livers and kidneys were removed, formalin-fixed and paraffin-embedded. The 
sections of livers and kidneys were stained by hematoxylin-eosin for the analysis of signals 
of subacute toxicity. Sections of the substantia nigra pars compacta (SNc) were stained by 
immunohistochemistry for tyrosine-hydroxylase (TH), in order to quantify dopaminergic 
neurons. Also, the relative optical density of TH positive fibers (dopaminergic terminals) and 
glial fibrillary acidic protein (GFAP) expression (astrocytic response) in the striatum was 
measured. For the statistical analysis they were performed ANOVA (one or two way) 
followed by Bonferroni’s post-hoc (Gaussian data), or Kruskal-Wallis followed by Dunn’s 
post-hoc (non-Gaussian data). The yield of extracts were 34.1% (PLE 1:90), 29% (PLE 
1:30), 21.5% (INF 1:30) e 21.7% (INF 1:50). The phenolic compounds were found 9.5 mg/g 
(PLE 1:90), 21.1 mg/g (PLE 1:30), 16.8 mg/g (INF 1:50) e 31.7 mg/g (INF 1:30). The total 
flavonoids were 38.9 mg/g (ELP 1:90), 26.2 mg/g (ELP 1:30), 29.1 mg/g (INF 1:30) e 35.4 
mg/g (INF 1:50). The AETS infusion 1:30 (w/v) was selected for the in vivo assay, and 
presented an IC50 of 16.7 ±1.9 µg/mL. In behavioral tests, the injury caused by 6-OHDA 
promoted a significant decrease in horizontal and vertical explorations, increased defecations 
and induced rotational behavior (contralateral to the lesion site), but did not induce changes 
in cylinder test. The AETS at 30 mg/kg increased horizontal and vertical exploratory activity 
in the open field, when compared to 6-OHDA untreated group, while the AETS 100 m/kg 
significantly reduced rotational behavior and defecation. Treatment with AETS 10 mg/kg did 
not promoted changes in any behavioral analysis. However, the AETS in all doses 
administered was protective against histological alterations induced by 6-OHDA, i.e.: 
significant decreases in the mean number of TH neurons in the SNc and in fiber density in 
the striatum, and significant increase of the astrocytic reaction in the striatum. No signs of 
toxicity were observed in liver and kidney. The results indicate effect neuroprotective and 
anxiolytic of AETS. 
 
Keywords: Commelinaceae; Parkinson disease; Striatonigral degeneration. 

 

 

 



Dissertação de Mestrado em Saúde e Ambiente 

18 

   

1 INTRODUÇÃO 

 
 A doença de Parkinson (DP) é uma desordem neurodegenerativa incapacitante e 

progressiva que atinge 5% da população acima dos 85 anos (REEVE et al., 2014; 

KOTSAVASILOGLOU, 2017). Uma das vias dopaminérgicas atingida é a nigroestriatal, onde 

há perda de neurônios dopaminérgicos na substância negra compacta (SNc), redução esta 

que diminui a liberação de dopamina no núcleo estriado (JOHNSON, 2015).  

 Apesar de ter sido descrita há mais de 200 anos, a DP não possui etiologia totalmente 

esclarecida. A neuroinflamação e o estresse oxidativo podem estar associados à morte 

neuronal (NIRANJAN, 2014; KAUR et al., 2018). Na neuroinflamação há produção excessiva 

de células da glia, que por sua vez liberam interleucinas pró-inflamatórias (IL-1α e IL-1β), 

fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e óxido nítrico, além de liberarem espécies reativas de 

oxigênio (ERO’s), como o superóxido (SHABAB et al., 2017). O estresse oxidativo contribui 

para a neurodegeneração devido ao desequilíbrio no potencial de oxidação-redução (redox) 

das células, contribuindo para oxidação de dopamina e morte de neurônios dopaminérgicos 

(KIM et al., 2015). 

 A levodopa é o medicamento considerado padrão-ouro para a DP, eficaz na 

atenuação dos sintomas, no entanto pode gerar complicações motoras graves a longo prazo 

e é ineficaz na reposição dopaminérgica, foco dos tratamentos para DP (ZHANG et al., 

2016; TURCO et al., 2018). Neste sentido, é indispensável o desenvolvimento de novas 

táticas terapêuticas, sendo válido destacar o avanço científico na elucidação das atividades 

biológicas dos produtos naturais (HOSAMANI et al., 2016; SONG et al., 2016). 

  Diante disto, a Tradescantia spathacea (T. spathacea), pode ser uma potencial 

estratégia terapêutica para DP. Popularmente conhecida como abacaxi roxo, é uma 

herbácea ornamental pertencente à família Commelinaceae, endêmica do sudeste do 

México e América central. De fácil acesso e cultivo, está inserida na medicina popular para o 

tratamento de feridas, infecções respiratórias, processos inflamatórios, câncer, infecções 

bacterianas e fúngicas (AGUILAR et al., 1994; GONZÁLEZ-AVILA et al., 2003). 

 Possui atividade antioxidante consistentemente alta (REYES-MUNGUIA et al., 2009; 

TAN et al., 2015). A capacidade de eliminar radicais livres semelhante ao tocoferol e maior 

que o ácido ascórbico, em adição atividade antimutagênica e antigenotóxica (GONZÁLEZ-

ÁVILA et al., 2003), bacteriostática, bactericida e fungicida (GARCÍA-VARELA et al. 2015). 

Também foram demonstradas ações quimiopreventiva e antitumoral associadas à atividade 

antioxidante e composição fenólica (GARCÍA-VARELA et al., 2016). 

 Esta herbácea possui compostos flavonoides como a rutina, epigalocatequina, 

quecertina e rhoeonina (TAN et al., 2015) e ácidos fenólicos como o ácido vanílico, ácido p-
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cumárico, ácido ferúlico e ácido gálico (GARCÍA-VARELA et al., 2016) associados à 

atividade antioxidante, anti-inflamatória e neuroprotetora, que atuam aumentando os níveis 

de antioxidantes endógenos, como a catalase, glutationa e superóxido dismutase, assim 

como amenizando a peroxidade lipídica, reduzindo TNF-α, acetilcolinesterase e 

corticosterona (MAGALINGAM et al., 2016; LI et al., 2018; SINGH et al., 2016; XU et al., 

2017; HUSSEIN et al., 2018).  

 Considerando-se que o provável mecanismo de morte neuronal na DP está 

relacionado a apoptose por estresse oxidativo com disfunção mitocondrial (HERNANDEZ-

ROMERO et al., 2012) associado ao aumento da resposta inflamatória (STOJKOVSKA et 

al., 2015) e que o EATS possui ação antioxidante (TAN et al., 2015; GARCÍA-VARELA et al., 

2016) e seus compostos bioativos apresentam anti-inflamatória (GHOSH et al., 2017; REN 

et al., 2017) e neuroprotetora (MAGALINGAM et al., 2016; XU et al., 2017; LI et al., 2018), 

suscita-se a hipótese de que o EATS poderá contribuir para a avaliação do potencial 

neuroprotetor deste produto natural frente à neurodegeneração dopaminérgica. 

  

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691517300741#!
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo geral 

 Avaliar o efeito neuroprotetor do extrato aquoso de T. spathacea (EATS) sobre lesão 

da via nigroestriatal em ratos. 

 

2.2 Objetivos específicos  

 Determinar o melhor método de extração em solvente aquoso para a obtenção dos 

compostos fenólicos, observando-se a cinética, rendimento global e quantificação de 

ácidos fenólicos e flavonoides totais; 

 Avaliar a atividade antioxidante do EATS; 

 Analisar alterações comportamentais (atividade motora e aspectos emocionais) e 

funcionais (efetividade da lesão) após a lesão em função dos tratamentos por EATS; 

 Avaliar a segurança na administração do EATS, observando sinais de toxicidade nos 

tecidos de rins e fígados dos animais estudados; 

 Analisar extensão da perda neuronal (neurodegeneração) e resposta astrocitária, por 

meio de análise histológica; 
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3 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

3.1 Núcleos da base 

 Os núcleos da base (NB) são estruturas interligadas com localização subcortical 

(figura 1), representados pelo estriado (núcleo caudado e putâmen), globo pálido externo 

(Gpe) e interno (GPi), núcleo subtalâmico (NST), substância negra parte compacta (SNc) e 

reticulada (SNr) (OBESO et al., 2008). Os NB formam um complexo circuito e controlam a 

passagem de sinais neurais no córtex pré-frontal, trabalhando semelhante a um dinâmico 

portal. O núcleo estriado possui um papel importante neste circuito, pois recebe projeções 

de todo o córtex e prioriza o deslocamento de sinais para o córtex pré-frontal (PRAT et al., 

2016). 

 
Figura 1: Corte coronal do cérebro proporcionando vista dos núcleos da base e estruturas 
associadas. Adaptado de Bear et al. (2002). 

 A teoria mais aceita sobre a organização dos NB é o sistema de duas vias (figura 2), a 

direta e a indireta, onde a dopamina tem efeito diferente a depender do fluxo em que está 

agindo. Ambas vias precisam trabalhar em equilíbrio funcional, onde a direta irá facilitar o 

movimento e a indireta, inibi-lo (JIMÉNEZ-JIMÉNEZ et al., 2015). 

 Fisiologicamente, na via direta a SNc envia neurônios dopaminérgicos ao núcleo 

estriado, onde os receptores dopaminérgicos do tipo D1 nos neurônios estriatais fazem a 

captação de dopamina e por estímulos inibitórios GABAérgicos inibem o GPi e a SNr, estes 

deixam de inibir o tálamo, que por sua vez ativa o córtex cerebral por estímulos excitatórios 

glutamatérgicos. Na via indireta, os receptores dopaminérgicos do tipo D2 deixarão de inibir 

o Gpe, que por sua vez estará ativo e inibirá por estímulos inibitórios GABAérgicos o NST, 
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deixando de estimular o GPi e a SNr, mantendo o tálamo excitado, cujo estimula o córtex 

cerebral por estímulos excitatórios glutamatérgicos (LANCIEGO et al., 2012). 

 Na doença de Parkinson haverá déficit dopaminérgico, então na via direta os 

receptores dopaminérgicos do tipo D1 permanecerão inibidos e deixarão de inibir o GPi e a 

SNr, logo o tálamo e o córtex cerebral estarão estimulados.  Na via indireta, os receptores 

D2 estarão excitados, que por estímulos inibitórios GABAérgicos inibiram o GPe, que por 

sua vez deixará de inibir o NST, este por estímulos excitatórios glutamatérgicos estimulará o 

GPi e SNr, que inibirão por estímulo GABAérgico o tálamo, deixando de estimular o córtex 

cerebral (OBESO et al., 2008). 

 

Figura 2: Modelo simplificado das vias direta e indireta dos núcleos da base, com esquema fisiológico 
e na doença de Parkinson. DA = Dopamina, D1 e D2 = Receptores D1 e D2, CPu = Putâmen e 
caudado, SNc e SNr = Substância negra compacta e reticulada; GPe e GPi = Globo pálido externo e 
interno, NST = núcleo subtalâmico. Adaptado de Metin e Şengör (2015) 
 

3.2 Doença de Parkinson 

 Atualmente é a segunda doença neurodegenerativa na prevalência a nível mundial, 

sendo menor apenas que a doença de Alzheimer. Atinge cerca de 4% da população até os 

50 anos e 5% acima dos 85 anos (REEVE et al., 2014). Levando em consideração o 

envelhecimento da população, estes dados tornam-se mais relevantes, estima-se que em 

2060, os indivíduos com mais de 65 anos representarão 25,5% da população brasileira 

(IBGE, 2018). 

 Foi primeiramente descrita em 1817 por James Parkinson como “paralisia agitante”, 

sendo caracterizada por apresentar movimentos involuntários trêmulos, redução de força 

muscular, tendência à inclinação de tronco para frente, ritmo acelerado de marcha e 

preservação de intelecto e sentidos. Sugeriu-se que o termo “intelecto” tenha sido usado por 
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Parkinson para se referir à cognição, e “sentidos” foi interpretado como modalidades 

sensoriais, visto que nenhum dos pacientes foram caracterizados com alterações cognitivas 

e sensoriais (BERRIOS, 2016). 

 A DP é uma desordem neurodegenerativa e está associada ao déficit de neurônios 

dopaminérgicos na substância negra parte compacta, que vai ocasionar a redução de 

dopamina nos terminais pré e pós sinápticos do estriado dorsal, prejudicando o fluxo de 

dopamina na via nigroestriatal (figura 3) (QASIM et al., 2016; BRIDI; HIRTH, 2018). Outra 

característica marcante na DP é a presença inclusões intracelulares da proteína α-

sinucleína, os corpos de Lewy e neurites de Lewy (figura 4) (MARTINEZ-FERNANDEZ, 

2016). 

 

Figura 3: Sinaliza o envio de neurônios dopaminérgicos da substância negra para o núcleo estriado 
(núcleo caudado e putâmen) (A). Compara a transmissão de dopamina do terminal pré-sináptico para 
o pós-sináptico fisiologicamente e na DP (B). Adaptado de Bridi e Hirth (2018). 

 

Figura 4: Detecção imunohistoquímica de neurites de Lewy (a) e corpo de Lewy (b) em neurônios 
dopaminérgicos da SNc. Fonte: Spillantini et al. (1997). 

 
 Apesar da DP não ter etiologia completamente esclarecida, estudos mostram que o 

envelhecimento, fatores ambientais e genéticos são as possíveis causas das doenças 

neurodegenerativas. O mecanismo de morte neuronal pode estar relacionado à cascatas 
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moleculares e eventos celulares, como o acúmulo de proteínas, neuroinflamação, estresse 

oxidativo e disfunção mitocondrial (NIRANJAN, 2014; KAUR et al., 2018). 

 O estresse oxidativo ocorre quando há acúmulo de espécies reativas de oxigênio 

(ERO’s) gerado pelo aumento da produção intracelular destas espécies ou pelo déficit da 

capacidade antioxidante endógena. As ERO’s são subprodutos altamente reativos que 

buscam estabilidade de elétrons na última camada, em altos níveis são nocivas e podem 

gerar apoptose celular devido à contribuição para o desequilíbrio do potencial redox nas 

células (DIXON; STOCKWELL, 2014; BHAT et al., 2015). 

 A neuroinflamação e estresse oxidativo estão relacionados, no entanto desempenham 

funções distintas e independentes na DP. A exacerbação de células da glia, principalmente 

astrócitos e micróglia, vem sendo relatadas na patologia em estudos post-mortem 

(HERNANDEZ-ROMERO et al., 2012), estas modificações desenvolvem efeito deletério nos 

neurônios dopaminérgicos que ainda não está totalmente elucidado. Especula-se que após 

injúria primária, genética ou ambiental, a reação glial mantem a degeneração dos neurônios 

dopaminérgicos (NIRANJAN et al., 2011). 

 Fisiologicamente, as células da glia são capazes de reduzir a formação de radicais 

livres, diminuir a liberação glutamatérgica em processo de excitotocicidade, restaurar lesões 

na barreira hematoencefálica e estabelecer neurovascularização e neurogênese. A reação 

astrocitária em excesso ou desregulada interfere no suporte estrutural e metabólico dos 

neurônios, nas transmissões sinápticas, na produção de moléculas neurotróficas, na barreira 

hematoencefálica e no auxílio à micróglia na resposta imune (WANG et al., 2015; DE 

BOOTH et al., 2017). 

 A resposta imune glial favorece a ativação do TNF-α que libera radicais livres e aciona 

proteínas, como a enzima sintase de óxido nítrico induzida (iNOS) e as intercitocinas pró-

inflamatórias (IL-1α e IL-1β). A iNOS pode interagir com o superóxido e formar o 

peroxinitrito, espécie altamente reativa (SHABAB et al., 2017). A substância negra em 

especial é uma região vulnerável devido ao vasto conteúdo de espécies oxidáveis, como a 

dopamina, e teor reduzido de antioxidantes endógenos, como a glutationa. Desta forma, o 

estresse oxidativo desencadeia efeitos prejudiciais às células colaborando com a 

degeneração dopaminérgica na DP (NITA, GRZYBOWSKI, 2016). 

 A disfunção mitocondrial do complexo I da cadeia de transporte respiratório vem sendo 

identificada na DP, em especial na SNc. Ocorre por meio da inibição da mesma através de 

toxinas ambientais, levando a uma seletiva degeneração dopaminérgica e ao acúmulo de 

inclusões citoplasmáticas com ubiquitina e α-sinucleína (GANDHI; WOOD, 2005). Esta 

disfunção pode aumentar o quantitativo de radicais livres e superóxido, devido ao fluxo 

prejudicado de elétrons de nicotinamida adenina dinucleótido hidreto (NADH) para 



Dissertação de Mestrado em Saúde e Ambiente 

25 

   

ubiquinona, elevando o estresse oxidativo por superóxido dismutase (SOD) (NIRAJAN et al., 

2014). 

 Estima-se que ocorra aproximadamente 80% de depleção dopaminérgica da via 

nigroestriatal até o aparecimento dos sintomas motores cardinais, que são bradicinesia, 

instabilidade postural, tremor em repouso e rigidez muscular (RODRIGUEZ-OROZ et 

al.,2011). No entanto, os sintomas não motores costumam preceder os motores, na 

chamada fase prodrômica, são caracterizados por distúrbios sensoriais, psiquiátricos, 

autonômicos, comportamentais, da fala, da deglutição e do sono (GUEVARA; ALARCÓN, 

2015). O impacto financeiro é considerável na DP devido ao gama de complicações que 

acometem seus portadores (BACH et al., 2012). 

 Há uma relação inversamente proporcional entre o quantitativo de neurônios 

dopaminérgicos e a severidade dos sintomas motores na DP (figura 5). Inicialmente há 

perda fisiológica de neurônios devido ao envelhecimento e fatores de risco para a patologia, 

como fatores genéticos e histórico familiar. Esta perda continua na fase prodrômica e se 

acentua na fase clínica, onde o diagnóstico costuma ser realizado e as manifestações 

motoras possuem severidade elevada (HEINZEL et al., 2016). 

 

Figura 5: Relação entre o quantitativo de neurônios dopaminérgicos e a severidade dos sintomas 
motores durante o envelhecimento, fase prodrômica e fase clínica. Adaptado de Heinzel et al., 2016 

 

 Os sintomas não motores são importantes para o estudo, pois interferem na 

incapacitação ao longo da doença. Dentre eles, a depressão é prevalente, acometendo 35% 

dos portadores e contribuindo negativamente para o risco de mortalidade (REIJNDERS et 

al., 2008), um estudo de coorte revelou que idosos deprimidos tinham 41% no índice de 

mortalidade incremental, estabelecendo uma relação direta entre sintomas depressivos e 

óbito em idosos (SCHOEVERS, 2009). 

 A demência é outro sintoma que se destaca, vem se mostrando presente em até 95% 

dos portadores, variando de acordo com as populações estudadas, porém há discrepância 
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nos estudos sobre a ocorrência da demência (KATZEN; LEVIN; WEINER, 2006), alguns 

sugerem que a mesma ocorre nos indivíduos que tiveram rápida progressão dos sintomas 

motores ou em casos prolongados da doença (JANVIN et al., 2006). Outras literaturas 

relacionam a demência aos que são acometidos predominantemente por rigidez e tremor ou 

naqueles pacientes com problemas motores axiais (LEVY et al., 2000).  

 O comprometimento cognitivo atinge de 25 a 38,2% dos portadores nos estágios 

iniciais da doença, fato importante visto que impactará na qualidade de vida e mortalidade 

destas pessoas (KANDIAH et al., 2014; VARALTA et al. 2015). O declínio cognitivo 

influencia na função executiva e visuoespacial, velocidade psicomotora, atenção, memória 

de trabalho e episódica. Alguns indivíduos estão mais expostos a disfunções cognitivas, 

como os que possuem idade mais avançada, baixa escolaridade, sonolência diurna 

excessiva, rigidez, piora dos sintomas motores, alucinações visuais, instabilidade postural, 

entre outros fatores (SCHNEIDER; SENDEK; YANG, 2015; LIN; WU, 2015). 

 A estabilidade dos movimentos é crucial para o sucesso do desempenho motor no 

cotidiano, pois o déficit do mesmo pode implicar desde dificuldades sutis e não observadas 

a olho nu à quedas e congelamento da marcha (LEWIS, 2016). Os portadores da DP 

passam por experiências de quedas 62% mais vezes se comparados aos acometidos por 

outras patologias neurológicas, pois estes sofrem mais com a instabilidade postural, além da 

redução do balanço dos braços, do déficit de movimentos desagregados entre braço e 

tronco ao longo da marcha e da diminuição do comprimento do trajeto (BARBOSA, 2016). 

 Avaliação do estado clínico e resposta à medicação atualmente é realizada através 

da avaliação clínica, por exames neurológicos e escalas, porém esta forma de parecer é 

subjetiva e reduz a sensibilidade do diagnóstico, desconsiderando um grande número casos 

(KOTSAVASILOGLOU, 2017). O teste mais utilizado para avaliar a disfunção dos gânglios 

basais em ambiente clínico é a Unified Parkinson's Disease Rating Scale - Escala Unificada 

de Avaliação da Doença de Parkinson (UPDRS), porém oferece pouco conhecimento sobre 

coordenação motora e não serve para portadores assintomáticos (LEWIS, 2016). 

 

3.3 Modelos experimentais da doença de Parkinson  

 3.3.1 Modelos de indução 

 Grande parcela do conhecimento sobre a fisiopatologia e o tratamento da DP é 

proveniente de pesquisas experimentais realizadas com animais onde os modelos 

mamíferos são os mais utilizados, ressaltando a importância destes modelos na 

investigação da patologia e para o estudo de novos métodos terapêuticos (TRIGO-DAMAS 

et al., 2018). 
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 Dentre os modelos experimentais para indução da DP, destacam-se os genéticos, que 

utilizam expressões in vitro de mutações relacionadas à patologia, e os neurotóxicos, que 

podem ser por toxinas ambientais (rotenona e paraquat), que reproduzem o risco ambiental 

da DP, ou sintéticas (6-hidroxidopamina e MPTP), que continuam sendo os mais utilizados 

(Figura 6) (BLESA; PRZEDBORSKI, 2014; ZENG et al., 2018). 

 

Figura 6: Publicações no Pubmed ao longo das décadas (1980 à 2017) com os diferentes modelos 
animais da DP. Adaptado de Trigo-Damas et al. 2018. 

 A 6-hidroxidopamina (6-OHDA) é uma toxina análoga hidroxilada da dopamina, que 

precisa ser administrada por via intracerebral devido a incapacidade de atravessar a barreira 

hematoencefálica. Apesar de não conseguir reproduzir no modelo animal o surgimento dos 

corpos de Lewy, induz a degeneração de neurônios dopaminérgicos na SNc, com 

consequente redução de dopamina no núcleo estriado, disfunção mitocondrial e déficits 

comportamentais de reprodutibilidade consistente (JIANG; DICKSON, 2018). 

 É um modelo versátil, podendo ser usado para desenvolver lesões completas ou 

parciais da via nigroestriatal, em diferentes perfis temporais, sendo utilizadas para diversas 

finalidades, abrangendo a investigação de mecanismos patogênicos e fisiopatológicos, 

assim como a investigação de medidas terapêuticas novas (BLANDINI; ARMENTERO; 

MARTIGNONI, 2008). 

 A indução da DP através da via nigroestriatal pode ser produzida a partir da lesão na 

SNc, no feixe prosencefálico medial (FPM) ou no núcleo estriado. A administração da 6-

OHDA na SNc ou no FPM produz degeneração dopaminérgica completa (> 90%) na SNc e 

rápida depleção dopaminérgica estriatal (SANTIAGO et al., 2014). A lesão no núcleo 

estriado é parcial (20-85%) (BLANDINI et al., 2007), provoca morte imediata de neurônios 

dopaminérgicos no local da lesão e progride até a 4ª semana (DA SILVA et al., 2016). Por 

ser progressivo, o modelo de lesão estriatal é mais adequado para estudos de 

neuroproteção (PENTTINEN et al., 2016). 
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 O estresse oxidativo ocasionado pela 6-OHDA é a maior causa da lesão neuronal 

deste modelo. Esta toxina penetra nos neurônios catecolaminérgicos facilmente por causa 

da semelhança estrutural (figura 7) com as catecolaminas endógenas e alta afinidade pelo 

transportador de dopamina ou noradrenalina. Após a entrada, se aloca no citosol, gerando 

auto oxidação e provocando formação elevada de radicais livres. A 6-OHDA pode entrar 

também nas mitocôndrias, provocando inibição da cadeira transportadora de elétrons e 

bloqueio do complexo I (SHOBER, 2004; SIMOLA et al., 2007). 

 

Figura 7: Estrutura química molecular da dopamina (a) e da 6-hidroxidopamina (b). Adaptado de Zeng 
et al. (2018). 

 

 3.3.2 Avaliação comportamental 

 

 3.3.2.1 Teste de campo aberto 

 
 Foi desenvolvido por Hall (1934) com a finalidade de avaliar locomoção e estado 

emocional dos animais, assim como permite analisar o efeito da lesão intracerebral e a 

atividade exploratória global dos animais. O comportamento do animal é determinado pelo 

conflito entre o impulso para a exploração e o repulso com lugares abertos, desprotegidos e 

iluminados (LEIKAS et al., 2017). 

 Para isto, deve-se utilizar uma arena de madeira cercada por paredes de forma que o 

animal não possa fugir e subdividida em quadrantes para permitir a avaliação de quatro 

parâmetros: (1) Crossings – comportamento de exploração horizontal, quantidade de 

quadrantes percorridos pelo animal sobre as quatro patas; (2) Rearing – exploração vertical, 

vezes que o animal se mantem apenas com as patas posteriores; (3) Defecação – 

quantidade de bolos fecais expelidos ao longo do teste (WALSH; CUMMINS, 1976). 

 Sugere-se que a defecação é a atividade motora do animal que designa o seu estado 

emocional, quando alta associada a baixa locomoção indica a ansiedade e/ou estresse do 

animal. Bem como, a escolha do animal para se isolar em cantos do aparato ou 
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centralmente serve como um indicador seletivo de ansiedade ou busca por proteção no 

novo ambiente (ZIMCIKOVA; EVA, 2017). 

 

 3.3.2.2 Teste do cilindro  

  O teste do cilindro é realizado para investigar a lateralização espontânea dos membros 

anteriores do animal, já que a injeção unilateral da (6-hidroxidopamina) 6-OHDA pode 

causar comprometimento dos membros. Os animais com depleção dopaminérgica unilateral 

mostrarão a preferência pelo uso do membro homolateral à lesão (SAMPAIO et al., 2017). 

 A observação da assimetria dos membros anteriores é determinada durante a exploração 

vertical, onde o animal entra em contato com a parede do cilindro de acrílico e é feita uma 

contagem de acordo com o membro que tocar: contralateral (membro afetado), homolateral 

(membro não afetado) ou ambos (simultaneamente) (REAL et al., 2017). 

 

 3.3.2.3 Teste de campo rotatório  

 O teste de comportamento rotatório induzido por apomorfina irá avaliar o 

comprometimento do sistema dopaminérgico após administração da 6-OHDA, esta injúria 

desregula os receptores dopaminérgicos no lado lesionado, ocasionando em depleção de 

neurônios dopaminérgicos presentes da substância negra compacta (DA COSTA et al., 

2017). 

 Para a determinação do comportamento rotacional é feita a contagem e a observação 

do número de rotações 360° homolaterais e contralaterais que o animal da em torno do 

próprio eixo. A gravidade dessa depleção é avaliada com a indução de apomorfina, onde o 

animal gira ao lado com menos receptores, ou seja, contralateral à lesão. Sendo um teste 

sensível a lesões estriatais com extensões maiores que 80% (REAL et al., 2017).  

 

3.4 Tratamentos para doença de Parkinson 

 

 3.4.1 Medidas não farmacológicas  

 A estimulação cerebral profunda conhecida como DBS, do inglês “Deep Brain 

Stimulation”, é um dos tratamentos recomendados para a DP, é oferecida no Brasil pelo 

sistema público de saúde que vem sendo considerada boa opção para os casos refratários 

ao tratamento farmacológico (MACHADO et al., 2016). Consiste em uma técnica cirúrgica 

que estimula eletricamente algumas regiões subcorticais por meio da implantação de 

eletrodos, tem por finalidade reestabelecer equilíbrio nos circuitos neuronais que sofreram 

danos (SIRONI, 2011). 
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 Esta técnica reduz as complicações causadas pelas terapias convencionais de 

reposição dopaminérgica e também está associada a melhora dos sintomas motores.  No 

entanto, os estudos sobre a ação da DBS nos sintomas não motores ainda são 

inconsistentes e a indicação para este procedimento é minuciosa, restringindo os 

beneficiados à uma pequena parcela de portadores (MACHADO; REPPOLD, 2015). 

 A taxa de mortalidade após DBS com implantação no NST é de 0,3% (GOODMAN et 

al. 2006). Valor inferior quando comparado às técnicas ablativas, onde as palidotomias 

unilaterais tem um índice de mortalidade de 1,2% e morbidade permanente de 13,8%, já nas 

palidotomias bilaterais esta morbidade chega aos 30% (DE BIE et al., 2002; GREGORY, 

2002).  Autores chamam atenção para os sintomas relacionados a depressão após a DBS. 

O posicionamento do eletrodo em áreas específicas do NST pode estar relacionado com a 

sintomatologia (BERNEY et al., 2002). A incidência aumentada de suicídio no pós operatório 

destes pacientes é relatada (VOON et al., 2008). 

 As medidas não farmacológicas também envolvem atividades que auxiliarão o 

portador a conduzir as limitações colocadas pela patologia, com isto adiarão a evolução da 

mesma, como exemplo tem-se as terapias com profissionais fonoaudiólogos, 

fisioterapeutas, terapeutas ocupacionais, entre outros (GERSZT, 2014). 

 Embora o tratamento farmacológico tenha importância reconhecida para controle da 

sintomatologia, o exercício físico é útil para garantir melhor mobilidade. Com a progressão 

da doença, ocorre o agravamento dos problemas motores, tornando a fisioterapia, 

associada aos fármacos, uma aliada para a saúde dos portadores da DP. O tratamento 

fisioterapêutico objetiva melhorar o desempenho, força, resistência, postura, marcha e 

equilíbrio, além de retardar ou amenizar sintomas parkinsonianos (MANCINI et al. (2008),. 

 Nimwegen et al. (2011) indica que os portadores da DP são 29% menos ativos, se 

comparados aos indivíduos saudáveis. Na fase inicial da DP, os portadores que possuem 

um nível regular de atividade física ainda podem ser comparados aos indivíduos saudáveis, 

no entanto quando a doença progride esta comparação tende a ser modificada. 

 

 3.4.2 Medidas farmacológicas 

 O tratamento farmacológico consiste na substituição dopaminérgica, os medicamentos 

sintéticos para a DP estão em grande diversidade e são bem aceitos no mercado. Os 

medicamentos representam de 20 a 65% dos custos totais da patologia, sendo que podem 

vir a duplicar com a progressão da mesma (BACH et al., 2012). Apesar de trazerem uma 

melhora significativa comprovada, estes quando utilizados a longo prazo acarretam em 

efeitos não desejados e resistência ao tratamento (ZHANG et al., 2016).  
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 Para o tratamento farmarmacológico são utilizados anticolinérgicos, amantadina, 

inibidores da monoamina-oxidase B, agonistas dopaminérgicos, levodopa e inibidores da 

catecol-artometiltransferase (DE ROSSO et al., 2010). Dentre estes, a levodopa ganha 

destaque devido à redução das manifestações clínicas da DP (FOX et al., 2011). 

 A Levodopa ou L-DOPA foi introduzida na indústria farmacêutica nos anos 1960, 

levando a uma redução significativa nos tratamentos cirúrgicos, pois acreditava-se que esta 

medicação seria a solução para a doença, no entanto, após alguns anos os efeitos por uso 

prolongado da levodopa tornaram-se evidentes (SCHWALB; HAMANI, 2008; BENABID et 

al., 2009). 

 A Levodopa ou L-DOPA é o principal tratamento medicamentoso, funciona com a 

intenção de reposição dopaminérgica (HEISTERS, 2011; YOKOYAMA et al., 2011; CHO et 

al., 2012). Demonstra benefícios significativos sobre os sintomas da DP, todavia, após cinco 

anos de uso contínuo os efeitos adversos tendem a se desenvolver. As flutuações motoras e 

as discinesias (movimentos anormais e involuntários estereotipados), surgem após uso 

prolongado desta medicação (BARSOTTINI et al., 2010; YOKOYAMA et al., 2011; CHO et 

al., 2012). Além dos efeitos indesejados a longo prazo, a levodopa mostra baixa 

disponibilidade após administração por via oral e baixa captação cerebral (SHARMA et al., 

2013). 

 Embora a indústria farmacêutica venha apostando em alterações nas vias de 

administração e em diferentes formulações para veiculação da L-DOPA, além de terapias 

simultâneas, afim de minimizar os efeitos adversos deste tratamento (LOTIA; JANKOVIC, 

2016), o desenvolvimento de novas táticas terapêuticas - especialmente com foco na 

proteção de neurônios dopaminérgicos e não apenas no tratamento dos sintomas - é 

necessário. 

 

 3.5 Produtos naturais 

 A ação antioxidante em plantas medicinais vem sendo alvo de estudos, o interesse por 

antioxidantes naturais se deve à presença de compostos fenólicos, como os ácidos fenólicos 

e flavonoides, estes auxiliam na manutenção da atividade antioxidante, agindo como 

protetores exógenos, no combate aos radicais livres e redução do estresse oxidativo (DO et 

al., 2014). 

 Dados da Organização Mundial de Saúde (OMS) divulgam que cerca de ¾ da 

população mundial faz usos de alguma planta de forma terapêutica, já que a medicina 

tradicional constitui uma alternativa terapêutica culturalmente propagada na promoção da 

saúde (SAHRANAVARD et al., 2014). As plantas medicinais compõem uma parcela da 
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variedade biológica e caracteriza uma das práticas mais antigas utilizadas na promoção, 

prevenção e tratamento de patologias (FIRMO et al., 2011). 

 A fitoterapia foi implantada no Brasil pelo Sistema Único de Saúde (SUS) no ano de 

2006, através da publicação da Política Nacional de Práticas Integrativas e Terapias 

Complementares, que estabeleceu ações que visam garantir o uso coeso de medicamentos 

à base de plantas medicinais conhecidas pela Política Nacional de Plantas Medicinais e 

Fitoterápicos (CARVALHO et al., 2014). 

 Os produtos naturais não devem ser confundidos com a medicina popular. Assim 

como qualquer medicamento, os fitoterápicos podem oferecer riscos em seu uso, reforçando 

assim a necessidade de estudos que avaliem a qualidade, reprodutibilidade, eficácia e 

segurança da utilização destes (VIEIRA et al., 2010). 

 Apesar de apresentarem constituição complexa, os produtos naturais ainda são pouco 

explorados, sendo necessário o desenvolvimento de estudos farmacológicos para identificar 

características como ações biológicas e princípios ativos, assim como o incentivo à indústria 

farmacêutica para produção de produtos eficazes com efeitos adversos reduzidos 

(SCHMITT et al. 2011). 

 

 3.5.1 Produtos naturais e doença de Parkinson 

 Os produtos naturais têm sido cada vez mais investigados quanto ao seu potencial uso 

na DP, e algumas características são importantes para estas prospecções, como a 

toxicidade do produto, capacidade de atravessar a barreira hematoencefálica, mecanismos 

de ação, doses, composição química. São de interesse para as doenças 

neurodegenerativas os produtos naturais com toxicidade baixa, forte potencial antioxidante e 

anti-inflamatório, que possam ter mecanismos de ação no estresse oxidativo e na função 

mitocondrial (ZHANG et al., 2013; SRIVASTAV et al., 2017). 

 Na tabela 1 podem ser visualizados alguns produtos naturais com efeito neuroprotetor, 

assim como seus respectivos constituintes principais e mecanismos. 
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Tabela 1: Pesquisas para investigação do efeito e mecanismo protetor de produtos naturais em 
modelos pré-clínicos para estudo da DP 

TH = Tirosina hidroxilase; ATP = adenosina trifosfato; GFAP = proteína ácida fibrilar glial; TNF-α = 
Fator de Necrose Tumoral Alfa. 

Produto 

natural 

Principais 

constituintes 

Resultados Referências 

Bacopa 

monnieri 

Bacosida Recuperação cognitiva e na 

função mitocondrial; Atenua 

agregação de α –sinucleína e 

apoptose 

SHINOMOL et al., 

2012;  SIDDIQUE  et 

al., 2014; HOSAMANI 

et al., 2016 

Camellia 

sinensis 

 

 

Polifenóis 

Epicatequina 

Epigalocatequina 

Recuperação motora, 

emocional e cognitiva 

significativa; Reparo nos níveis 

dopaminérgicos estriatais; 

Redução da peroxidação 

lipídica, formação de nitritos e 

nitratos; 

KIM et al., 2010; 

PINTO et al., 2015; 

XU et al., 2017 

Curcuma 

longa 

Curcumina Reestabelece o nível de 

dopamina estriatal; Reduz o 

estresse oxidativo; Inibe a 

agregação de  α-sinucleína; 

Regula o nível de acetilcolina; 

Melhora a atividade no 

complexo mitocondrial I. 

VAN DER MERWE et 

al., 2016;  SONG et 

al., 2016 

Gingko 

biloba 

Ginkgolide B Reestabelece nível de 

dopamina; Melhora 

comportamental; Melhora de 

função mitocondrial e 

produção de ATP; 

ROJAS et al., 2008; 

EL-GHAZALY et al., 

2015 

Hypericum 

perforatum 

Quercetina 

Catequina 

Rutina 

 

Recuperação comportamental; 

Elevação da expressão TH; 

Normalização da expressão 

GFAP e TNF-α; Aumento da 

catalase e redução da 

glutationa; 

KIASALARI et al., 

2016 

Mucuna 

pruriens 

Glicosídeo 

Ácido gálico 

Glutationa 

Levodopa 

Melhora a função locomotora e 

comportamental; Reduz o 

estresse oxidativo; Melhora a 

função sináptica e expressão 

TH 

 

YADAV  et al., 2013; 

JANSEN  et al., 2014; 

PODDIGHE  et al., 

2014 
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 3.6.Tradescantia spathacea 
 

 A T. spathacea ou Rhoeo discolor (figura 8), sinônimo aceito cientificamente, é 

popularmente denominada de abacaxi-roxo, moisés-no-berço ou espada de Iansã. É uma 

herbácea ornamental pertencente à família Commelinaceae, endêmica do sudeste do 

México e América central. De fácil acesso e cultivo, está inserida na medicina popular para o 

tratamento de feridas, infecções de vias aéreas, processos inflamatórios, câncer, doenças 

sexuais, infecções bacterianas e fúngicas (AGUILAR et al., 1994; GONZÁLEZ-AVILA et al., 

2003).  

 

Figura 8: Fotografia da Tradescantia spathacea. Fonte: Arquivo pessoal, 2018. 

 
 Na América do Sul é considerada bebida funcional, semelhante a um chá (ROSALES-

REYES et al., 2008), onde sua atividade antioxidante é consistentemente classificada alta 

em comparação com os chás de ervas, apoiando ainda mais a hipótese de que esta planta 

tem potencial para ser popularizada como uma bebida funcional, não só na América do Sul 

(REYES-MUNGUIA et al., 2009; TAN et al., 2015).  

 Garcia-Varela et al. (2015) realizaram ensaios in vitro para avaliar atividade 

antibacteriana de diferentes extratos da T.spathacea contra bactérias Gram-positivas 

(Listeria innocua e Streptococcus mutans) e Gram-negativas (Escherichia coli e 

Pseudomonas aeruginosa), como também para o fungo Candida albicans. Observou-se que 

os extratos mais polares, principalmente os aquosos, proporcionaram maior atividade 

bacteriostática e bactericida, além de fungicida. 
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 Tan et al. (2015) utilizaram extratos aquosos e metanólico da T.spathacea para avaliar 

in vitro a atividade antioxidante e antibacteriana contra 16 cepas. Os extratos aquosos 

obtidos por infusão e decocção apresentaram quantidade de compostos fenólicos e 

atividade antioxidante significantes, comparáveis a chás de ervas já popularizados, como a 

hortelã (Mentha spicata), e mostraram atividade antibacteriana contra 10 das 16 cepas 

estudadas. 

 As atividades antimutagênica e antigenotóxica do extrato etanólico da T.spathacea 

foram estudadas por González-Ávila et al. (2003) através de ensaios in vitro. Em adição, foi 

analisada a o potencial de eliminação de radicais livres pelo método DPPH, onde o extrato 

apresentou menor capacidade de eliminar radicais livres que a quercetina, no entanto 

apresentou melhor efeito que o ácido ascórbico e ação semelhante ao tocoferol.  

 Foi reportado na literatura o efeito dopaminérgico do extrato aquoso da T.spathacea 

associado ao bloqueio da ação antiadrenérgica do bretílio no íleo de coelhos, após rastreio 

farmacológico realizado por Garcia et al. (1971). Ensaios de citotoxicidade, especificamente 

para células de câncer de colo, fígado e próstata, foram realizados por Garcia-Varela et al. 

(2016). Os extratos tiveram ações quimiopreventiva e antitumoral, possivelmente devido a 

atividade antioxidante e composição fenólica. Mais uma vez, os extratos mais polares, 

principalmente os aquosos propiciaram melhores efeitos. 

 Através de triagem fitoquímica foram identificados terpenos, taninos, saponinas, 

antocianinas e alcaloides. Em análises cromatográficas foram encontrados compostos 

antioxidantes como flavonoides (rutina, quercetina, epigalocatequina, rhoeonina e 

antocianina pigmento n°2) (TAN et al., 2015) e ácidos fenólicos (ácido clorogênico, ácido 

gálico, ácido vanílico, ácido valílico glicosado, ácido p-cumárico) (GARCÍA-VARELA et al., 

2016). Grande parte destes compostos encontrados na T.spathacea são associados a 

atividade antioxidante, anti-inflamatória e/ou neuroprotetora (tabela 2). 
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Tabela 2: Pesquisas envolvendo os compostos fenólicos encontrados na T.spathacea 

Composto Classe fenólica Ações Biológicas Referências 

Rutina Flavonoide Antioxidante e neuroprotetor 

(aumento de glutationa e 

redução da peroxidação 

lipídica) 

MACHAWAL; 

KUMA, 2014; 

ALMUTAIRI et al., 

2017 

Quercetina Flavonoide Antioxidante e neuroprotetor 

(aumento de SOD e redução 

da peroxidação lipídica) 

MAGALINGAM et 

al., 2016; LI et al., 

2018 

Epigalocatequina Flavonoide Antioxidante, quelante de 

metais e neuroprotetor 

SINGH et al., 

2016; XU et al., 

2017 

Kaempferol Flavonoide Antioxidante e neuroprotetor 

(redução de AChE, aumento 

de SOD, catalase e 

glutationa) 

HUSSEIN et al., 

2018 

Ácido 

clorogênico 

Ácido fenólico Antioxidante e neuroprotetor 

em excitotoxicidade 

glutamatérgica 

MIKAMI; 

YAMAZAWA, 2015 

Ácido vanílico Ácido fenólico Anti-inflamatório, antioxidante 

e modulação de ação 

neuroinflamatória (redução de 

TNF-α, AChE, corticosterona) 

SINGH et al., 2014 

Ácido p-cumárico Ácido fenólico Antioxidante, anti-apoptótico 

e neuroprotetor (aumento da 

SOD e catalase) 

 GUVEN et al., 
2015;  

 SAKAMULA; 
THONG-ASA, 
2018 

 

Ácido ferúlico Ácido fenólico Antioxidante, anti-inflamatório 

e neuroprotetor em isquemia 

cerebral (ação anti-

apoptótica) 

GHOSH et al., 

2017; REN et al., 

2017 

TNF-α = Fator de Necrose Tumoral Alfa. AChE = acetilcolinesterase. SOD = superóxido desmutase 

 

  

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691517300741#!
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Local da pesquisa 

 A pesquisa foi realizada no Laboratório de Morfologia e Patologia Experimental 

(LMPE) e no Núcleo de Estudos em Sistemas Coloidais (NUESC), ambos no Instituto de 

Tecnologia e Pesquisa (ITP), e no biotério da Universidade Tiradentes (UNIT). 

4.2 Material vegetal 

 Foram utilizadas folhas de Tradescantia spathacea, coletadas no município de Aracaju 

no estado de Sergipe, Brasil (10º58'7.536"S, 37º3'28.469"W), no mês de setembro de 2017, 

no período da manhã. A identificação científica da planta estudada foi realizada de acordo 

com o Guia de coleta botânica proposto pelo Herbário Tiradentes - AJU, onde a exsicata 

depositada (Anexo 1) recebeu a numeração 0845. 

 Após identificada, a amostra vegetal foi preparada (figura 9), baseadas na literatura de 

García-Varela et al. (2015). As folhas inicialmente foram pesadas, encaminhadas ao LMPE, 

individualmente lavadas com água destilada, o excesso de umidade foi retirado com papel 

toalha, e cortadas em tamanho aproximado de 1 cm2, acomodadas em recipientes de forma 

que ficassem espalhadas e colocadas em estufa a 45º C. Após a secagem, o tamanho de 

partícula obtida foi separado por peneiras granulométricas da série Tyler de 18-32 mesh e 

conectadas ao peneirador mecânico. As amostras foram armazenadas em recipientes de 

vidro protegidas da luz e em temperatura ambiente para posterior extração.  

 

Figura 9: Fotografias do processo de preparo da amostra: (A) folhas de Tradescantia spathacea após 
lavagem e secagem; (B) folhas frescas cortadas e acomodadas em recipientes para secagem; (C) 
folhas secas preparadas para granulometria; (D) peneirador mecânico com peneiras da série Tyler 
18-32 mesh; (E) amostra com 18-32 mesh. Fonte: Arquivo próprio, 2018. 
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4.3 Extrações 

 Com a finalidade de selecionar o extrato aquoso mais viável para aplicação in vivo, 

foram realizadas duas extrações por líquidos pressurizados (ELP) e duas por infusão, onde 

todos foram avaliados quanto ao rendimento global e ao quantitativo de ácidos fenólicos e 

flavonoides totais. 

 Primeiramente foi realizada cinética da ELP, visando determinar o tempo de extração 

mais acessível em termos de rendimento, com tempos pré-definidos de 15, 30, 60, 120 e 

180 min. Concomitante, uma extração por infusão foi executada. A partir do resultado da 

cinética foram acrescentadas uma ELP e uma infusão, afim de padronizar os extratos 

quanto à proporção volume de solvente para biomassa, totalizando quatro extratos ao longo 

da pesquisa. Melhores detalhes do processo de obtenção dos extratos bioativos podem ser 

observados abaixo no fluxograma ilustrativo (figura 10). 

 

Figura 10: Fluxograma ilustrativo das extrações realizadas, explicitando método de extração e 
proporção de biomassa por volume de solvente (m/v). Onde ELP = extração por líquidos 
pressurizados. 

 As ELP foram obtidas através de metodologia adaptada de Jesus et al. (2013). Foi 

utilizada a unidade extratora do Núcleo de Sistemas Coloidais (NUESC), qualificada para 

extrair compostos bioativos pressurizados, podendo ser com líquido, gás ou ambos 

simultaneamente. Após a montagem da célula extratora com 2 g de biomassa e 

estabilização das condições experimentais (pressão isobárica de 150 bar, vasão de 1 

mL/min, temperatura de 50°C) procederam-se as extrações, uma por 180 min (extração para 

cinética) e posteriormente uma de 60 min, adaptada ao resultado da cinética. 

 Foram realizadas duas infusões, a primeira foi feita com a proporção de 1:50 (m/v), 

seguindo a metodologia citada anteriormente (TAN et al., 2015) e na segunda, foi utilizada a 
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Resultado da cinética
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proporção de 1:30 (m/v) com a finalidade de ter condições semelhantes à ELP. Foi 

adicionada em água destilada a 100°C à biomassa previamente pesada e com granulação 

conhecida, onde ficou em repouso por 15 min sem aquecimento adicional. Posteriormente 

foi realizada filtração com filtro microporoso, então o extrato obtido foi acomodado em placas 

de Petri. 

 Ao fim das extrações, seja por ELP ou infusão, as placas de Petri previamente 

identificadas e pesadas foram colocadas na estufa à 45ºC para obtenção do extrato seco. 

Os recipientes foram pesados diariamente a fim de acompanhamento da evaporação do 

solvente, até obtenção de peso constante. As condições experimentais de extração dos 

quatro extratos obtidos podem ser melhor visualizadas no quadro abaixo (quadro 1): 

 

MÉTODO  TEMPO TEMPERATURA PROPORÇÃO BIOMASSA/SOLVENTE 

ELP 180 min 50°C 1:90 (m/v) 

ELP 60 min 50°C 1:30 (m/v) 

Infusão 15 min 100°C 1:50 (m/v) 

Infusão 15 min 100°C 1:30 (m/v) 
 
Quadro 1: Condições experimentais das extrações realizadas. Onde ELP = Extração por líquidos 
pressurizados. A proporção m/v se dá por biomassa (g) por volume de solvente (mL). 

 

4.4 Caracterização dos extratos 

4.4.1 Rendimento global 

 Os extratos obtidos foram avaliados quanto a porcentagem de rendimento global de 

extração, de acordo com a equação 1 (MACHADO et al., 2017): 

 

(1)      %𝑅 =  
𝑚𝑒𝑠

𝑚𝑎𝑔
𝑥 100 

 

 Onde %R= porcentagem de rendimento; mes= Massa de extrato seco; mag= Massa da 

amostra granulada. 

 

4.4.2 Quantificação de ácidos fenólicos 

 A determinação do conteúdo de ácidos fenólicos nos EATS foi feita usando um 

procedimento modificado de Tan et al. (2015), utilizando o reagente Folin-Ciocalteu. As 

amostras dos extratos (250 ppm, 500 μL, em triplicata) foram misturadas com 2,25 mL do 
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reagente de Folin-Ciocalteu a 10%, seguido por uma adição de 1,75 ml de solução de 

carbonato de sódio a 7,5% (p/v) (Na2CO3). Os tubos de ensaio foram então deixados em 

repouso durante 20 min no banho a 45º C, posteriormente os valores de absorbância foram 

medidos a 725 nm.  Foi utilizada a reta de calibração (figura 11) para solução padrão de 

ácido gálico (1000 ppm), que para ser obtida foi pesado de 0,1 g de ácido gálico, transferido 

para balão volumétrico e adicionado 100 mL de água destilada, a solução permaneceu 30 

min em banho ultrassônico em temperatura ambiente e foi mantida sem contato com a luz. A 

curva de calibração foi preparada com ácido gálico (5-100 μg/mL; R2= 0,9991) O conteúdo 

total de ácidos fenólicos foi expresso como miligrama de ácido gálico equivalente em grama 

de EATS (mg AGE/g). 

 

Figura 11: Reta de calibração para solução padrão de ácido gálico.  

 
4.4.3 Quantificação de flavonoides totais 

 O conteúdo de flavonoides totais nos EATS foi determinado com o método 

colorimétrico de cloreto de alumínio como descrito em Paiva et al. (2018), com modificações. 

Foram adicionados volumes iguais de nitrato de alumínio 10% e 1,0 M de acetato de 

potássio (0,1 mL) a 0,5 mL de EATS, seguido de 4,3 mL de metanol. As soluções foram 

homogeneizadas e submetidas a banho ultrassônico durante 30 min. Após este período foi 

realizada a leitura da absorbância à 425 nm. Foi utilizada a reta de calibração (figura 12) 

para solução padrão de rutina (600 ppm) que foi preparada a partir da pesagem de 60 mg 

de rutina, transferido para balão volumétrico e adicionado 100 mL de metanol, a solução 

permaneceu 30 min em banho ultrassônico em temperatura ambiente e foi mantida sem 

contato com a luz. A curva de calibração foi preparada com rutina (5-140 μg/mL; R2= 

0,9986) e a concentração de flavonoides foi expressa como miligrama de rutina equivalente 

em grama de EATS (mg RE/g). 
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Figura 12: Reta de calibração para solução padrão de rutina. 

 

4.4.4 Análise da atividade antioxidante 

 Para análise da atividade antioxidante, a metodologia de Machado et al. (2017) foi 

utilizada com adaptações. A solução de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) foi preparada em 

balão volumétrico (2,4 mg de DPPH em 100 mL de metanol) e armazenada sob proteção da 

luz. Para determinação da média de inibição do composto (IC50) foram utilizadas diluições de 

EATS em cinco concentrações decrescentes (100, 50, 25, 12,5 e 6,15 ppm), em triplicata. 

As amostras foram preparadas (300 μL da diluição EATS + 2700 μL de solução de DPPH) e 

incubadas no escuro por 10 min, posteriormente foram lidas as absorbâncias a 517 nm no 

espectrofotômetro (721G Visible Spectrophotometer, Hangzhou Mindfull Tecnology Co., 

Ltd). Após o período de repouso, a leitura foi realizada utilizando a solução de DPPH sem a 

amostra como branco. O valor IC50 é definido como a concentração da amostra de teste que 

conduz a uma redução de 50% da concentração de radicais livres e foi calculado através de 

uma curva de regressão não linear utilizando o GraphPad Prism 7.0 software. Foi expresso 

como μg do extrato/mL da solução final na solução de reação. 

 

4.5 Estudo in vivo 

4.5.1 Animais 

 O presente estudo foi submetido e aprovado pela Comissão de Ética para Uso de 

Animais (CEUA) da Universidade Tiradentes (UNIT) com o parecer de número 020517. O 

comprovante de submissão segue em anexo (Anexo 2).  
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 Nesta pesquisa foram utilizados 40 ratos adultos, da linhagem Wistar (Rattus 

norvegicus albinus), do sexo masculino, com 2-3 meses de idade, pesando entre 180 e 250 

g. Estes foram acomodados em trios, em gaiolas de polipropileno padrão e com cama tipo 

maravalha. O ambiente foi mantido refrigerado e com controle de ciclo claro/escuro de 12 h. 

A fonte de alimentação foi por dieta padrão Labina® (Purina, São Paulo, Brasil), e também 

foi disponibilizada água, ambas sem restrições. 

4.5.2 Grupos experimentais 

 Os 40 animais foram divididos em 5 grupos (n=8). Os grupos experimentais foram 

assim definidos: Grupo controle (SHAM): Veículo (Intracerebral) + veículo (por via oral); 

Grupo lesão:  6-OHDA + veículo; Grupos EATS: 6-OHDA + EATS 10 mg/kg; 6-OHDA + 

EATS 30 mg/kg; 6-OHDA + EATS 100 mg/kg. As induções intracerebrais foram realizadas 

por meio de microinjeção intraestriatal e o tratamento via oral por gavagem, onde a escolha 

das doses do EATS apoia-se na equação de Hill-Langmuir, curva dose resposta 

(GADAGKAR; CALL, 2015). O quadro 2 possibilita melhor visualização dos grupos 

experimentais e tratamento que foi recebido: 

GRUPO (n=8) INDUÇÃO VIA CEREBRAL TRATAMENTO VIA ORAL 

Controle Veículo 1 Veículo 2 

6-OHDA 6-OHDA Veículo 2 

EATS 10 6-OHDA EATS 10 mg/kg 

EATS 30 6-OHDA EATS 30 mg/kg 

EATS 100 6-OHDA EATS 100 mg/kg 

Quadro 2: Organização dos grupos experimentais. Onde Veículo 1= Solução salina contendo ácido 
ascórbico a 0,2%; Veículo 2= água destilada. 

 

4.5.3 Procedimento cirúrgico 

 Inicialmente os animais foram pesados e então anestesiados por via intraperitoneal 

com cloridato de cetamina (10 mg/kg) e cloridato de xilazina (100 mg/kg), volume de 0,05 

mL/100 g de massa corporal do animal. Posteriormente, foram submetidos à tricotomia da 

região superior da cabeça, nesta localidade foi administrado cloridrato de lidocaína por via 

dérmica e por via subcutânea (0,1 mL). Posicionados no aparelho estereotáxico (Insight, 

Brasil), tiveram mandíbula e ossos temporais fixados. Para prevenção do ressecamento das 

córneas, foi colocado algodão embebido de água destilada nos olhos dos animais. A 
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assepsia do local foi realizada com uma solução de álcool iodado. Em seguida, foram 

submetidos à uma incisão sagital de 15 mm com auxílio de bisturi estéril. O periósteo foi 

raspado com cautela para exposição do crânio e visualização do Bregma. 

 Para realização da microinjeção no estriado direito, foi tomado como ponto zero o 

Bregma e alinhado às coordenadas estabelecidas por Sampaio et al. (2017): anteroposterior 

(AP): +1,0; médio-lateral (ML): +3,0; dorsoventral (DV): -5,0 (figura 13). Através de 

microseringa Hamilton (10 μL) conectada à bomba de infusão automática (Insight, Brasil) foi 

administrado 6-OHDA (Sigma-Aldrich, Brasil) (20 μg/3 μL) diluída em solução salina 0,9% 

contendo 0,2% de ácido ascórbico (Sigma-Aldrich, Brasil). A microinjeção foi realizada a 

uma taxa de infusão de 1 μL/min. A cânula conectada à microseringa através de tubo de 

polietileno (PE 10) foi mantida por 5 min para evitar refluxo. 

 

Figura 13: Corte sagital do encéfalo com as coordenadas referidas (em vermelho). Adaptado de 
Paxinos et al., (2006) 

 O grupo controle também foi submetido ao procedimento supracitado, no entanto 

recebeu solução salina ao invés da 6-OHDA. Finalizado o procedimento cirúrgico, foi 

realizada sutura com fio de poliglactina 910, 5-0 (PolySuture®). E foi aplicada injeção 

intramuscular de pentabiótico veterinário para animais de pequeno porte (Forte Dodge 

Saúde Animal LTDA, 0,2 mL/kg). Os animais foram aquecidos por uma lâmpada de 60 W 

até recuperação anestésica. 
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4.5.4 Avaliações funcionais e comportamentais 

 Os animais foram submetidos a três testes comportamentais diferentes, os quais 

foram escolhidos com embasamento científico (em relação à progressão da lesão) e foram 

cuidadosamente alocados para evitar coincidência no desenho experimental. O 

delineamento pode ser melhor visualizado na linha do tempo ilustrada abaixo (figura 14).  

 
 

Figura 14: Linha do tempo com delineamento das avaliações funcionais e comportamentais 

 

4.5.4.1 Teste de campo aberto 

 Conforme Martins et al. (2016), o teste foi realizado com 24 horas e 15 dias após a 

lesão, afim de acompanhar a progressão da mesma. A avaliação ocorreu em uma arena de 

madeira de 4.355 cm2, cujas laterais medem 35 cm de altura e a base é subdividida em 16 

quadrantes (figura 15). A mesma foi limpa com álcool a 20% entre um teste e outro para que 

o cheiro do animal anterior não influenciasse no posterior. O teste foi realizado com todos os 

animais, de forma individual e teve duração de 5 min. 

 Foram utilizados quatro parâmetros para avaliação: (a) Crossings – comportamento de 

exploração horizontal, quantidade de quadrantes percorridos pelo animal sobre as quatro 

patas; (b) Rearing – exploração vertical, vezes que o animal fica apenas com as patas 

posteriores; (c) Defecação – quantidade de bolos fecais expelidos ao longo do teste 

(WALSH; CUMMINS, 1976).  

 

Figura 15: Fotografia do equipamento de campo aberto utilizado, com animal realizando exploração 
vertical. Fonte: Arquivo próprio, 2018. 
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4.5.4.2 Teste de comportamento rotatório 

 Foi realizado em uma arena circular com 31 cm de diâmetro e laterais com 13 cm de 

altura, com maravalha (figura 16). No 30º dia após lesão nigroestriatal (REAL et al., 2013), 

as rotações foram induzidas com 0,5 mg/kg por via subcutânea (PADOVAN-NETO et al., 

2009; REAL et al., 2013; SU et al., 2018). Cada animal foi avaliado durante 60 min e teve 

seu registrado o número de giros contra e homolaterais à lesão (GOMES; DEL BEL, 2003).  

 

Figura 16: Fotografia do equipamento do teste de comportamento rotatório. Fonte: Arquivo próprio, 
2018. 

4.5.4.3 Teste do cilindro 

 Conforme metodologia adaptada de Real et al., (2017), os animais foram acomodados 

individualmente em um cilindro transparente medindo 30 cm de altura e 16 de diâmetro, 

atrás do cilindro foram posicionados dois espelhos afim de permitir uma visão 360º (figura 

17), cujo foi limpo com álcool a 20% entre um teste e outro para evitar que o cheiro 

influenciasse. As avaliações ocorreram no 9° e 29° dia pós cirúrgico, onde cada teste durou 

5 min e foi registrado em vídeo. 

 

Figura 17: Fotografia do equipamento do teste do cilindro com animal realizando toque contralateral à 
lesão. Fonte: Arquivo próprio, 2018. 
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 Conforme a metodologia de Boix et al. (2015), os toques na parede do cilindro foram 

quantificados quando realizados com o membro dianteiro contralateral ou homolateral, 

sendo que os toques simultâneos foram excluídos. A porcentagem dos toques contralaterais 

se dá pela equação 2: 

(2)       %𝑇𝑐 =  
𝑇𝑐

𝑇ℎ+𝑇𝑐
 𝑥 100 

 Onde: Tc = Toques contralaterais; Th = Toques homolaterais. 

 

4.6 Eutanásia e preparo histológico 

 Seguindo a Resolução normativa n° 37 do CONCEA (2018), os animais foram 

eutanasiados com sobredosagem de anestésicos, cloridato de cetamina (300 mg/kg) e 

cloridato de xilazina (30 mg/kg), por via intraperitoneal. Os encéfalos, fígados e rins foram 

retirados por meio de dissecção, acomodados em formalina a 10% por 7 dias, passaram por 

processamento histológico automatizado no Lupetec (modelo PT09 TS) e foram incluídos 

em parafina. Neste processamento, o material foi desidratado em série alcoólica crescente, 

diafanizados em série de xilóis e impregnado por parafina, após a impregnação o material 

foi incluído em parafina a 55-60°C afim de formar blocos rígidos. 

 Os blocos foram então levados ao micrótomo MR2014 (O patologista, Brasil), para 

fornecer os cortes de 5 µm de espessura. Após serem seccionados, os cortes foram 

colocados para flutuar no banho histológico digital (modelo BH201, Lupetec, Brasil), onde 

posteriormente foram colocados sobre em lâminas gelatinizadas e levados para secar em 

estufa à 37°C. 

 

 4.7 Avaliação histopatológica de toxicidade subaguda 

 Sinais de toxicidade subaguda no fígado e nos rins do animal decorrentes da lesão e 

da sua associação com os tratamentos foram analisadas por meio da coloração de 

hematoxilina-eosina (HE) seguindo a rotina das técnicas laboratoriais com metodologia de 

Barbosa et al. (2015).  

 As lâminas passaram por processo de desparafinização, hidratação, coloração, 

desidratação e diafanização, para melhor explanação, o protocolo da coloração por 

hematoxilina-eosina (HE) foi descrito na figura 18.   
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Figura 18: Protocolo da coloração por hematoxilina-eosina. Adaptado de Barbosa et al. (2015). 

 

4.8 Análise imunohistoquímica 

 A técnica de imunohistoquímica foi realizada para marcar a expressão da enzima 

tirosina hidroxilase (TH) e para proteína glial fibrilar ácida (GFAP). As lâminas com cortes 

encefálicos foram submetidas a desparafinização, desidratatação, lavagem com tampão 

fosfato (phosphate buffered saline (PBS) 0,1 M, pH 7,4) e recuperação antigênica em forno 

de micro-ondas com tampão citrato (pH 6,0) em 2 ciclos de 5 min. Em seguida foi realizado 

o bloqueio da peroxidase endógena (H2O2- 1% em PBS) e incubação com solução de 

bloqueio, Soro Albumina-Bovina 5% (Sigma-Aldrich, Sigma Chemical Co., St Louis, USA). A 

incubação overnight foi realizada com anticorpo primário monoclonal TH (produzido em 

camundongos, na diluição 1:500, clone TH-16, lote n° T2928, Sigma Aldrich Chemical 

Company, St Louis MO, USA) e com anticorpo monoclonal GFAP (produzido em 

camundongos, clone S206A-8, 1:100, lote SAB5201104; Sigma Aldrich Chemical Company, 

St Louis MO, USA). Seguida da incubação com anticorpo secundário (DAKO LSAB2 kit, 

DAKO Corp., Carpinteria, CA), conjugado com complexo streptavidina-peroxidase (DAKO 

Corp., Carpinteria, CA). Para revelação, as secções foram incubadas com o tetracloreto de 

3’3’-diaminobenzidina (kit DAB, Vector Laboratories) diluído em tampão tris salino (Tris-

buffered saline) (TBS) pH 7,4) com H2O2 (0,3%) e lavadas em água destilada. As lâminas 

foram desidratadas e diafinizadas, por fim as lamínulas foram afixadas com bálsamo do 

Canadá sobre as lâminas (BOIX et al., 2015). 

Série de xilol – I, II e III (2 min/série)

Série alcóolica crescente – 80%, 95%, 100%, 100% (2 min/série)

Imersão em eosina (30 seg)

2 lavagens em água (2 min/lavagem)

Imersão em hematoxilina (3 min)

2 lavagens em água (2 min/lavagem)

Série alcóolica decrescente – 100%, 100%, 95%, 80%, 70% (2 min/série)

Série de xilol – I, II e III (2 min/série)
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4.9 Quantificação de células TH+  

 As análises foram realizadas a partir das lâminas obtidas na imunohistoquímica para 

TH. As imagens foram obtidas através do microscópio Olympus CX31 acoplado à câmera de 

vídeo Olympus. Foi utilizado o software Image J, do National Institute of Health Image [W. 

Rasband, domínio público National Institute of Mental Health (http://rsb.info.nih.gov)] para 

quantificação de corpos celulares marcados em toda a extensão da SNc. Para a 

quantificação de células TH+ foram selecionadas lâminas com 4±1 seçções e SNc íntegras. 

Foram feitas imagens de todas as secções contidas nas lâminas, com ampliação de 100x 

onde foram visualizadas presença ou ausência de células imunorreativas no tecido. O 

resultado expressou-se pela média de neurônios correspondente às secções (PADOVAN-

NETO et al., 2015). 

 

4.10 Densidade óptica relativa para TH e GFAP 

 Foram utilizadas as lâminas obtidas na imunohistoquímica para TH e para GFAP. As 

imagens foram obtidas através do microscópio Olympus CX31 acoplado à câmera de vídeo 

Olympus. O software Image J foi utilizado para verificação da densidade óptica relativa, 

como parâmetro foi aplicada uma escala de cinza variando de 0 a 255, onde 0 é a cor mais 

escura e representa a maior intensidade. Em cada secção foram avaliados três os 

quadrantes do núcleo estriado: dorsomedial, dorsolateral e ventrolateral. As médias das 

áreas foram divididas pelo córtex, que foi definido como área controle. Os resultados 

expressaram-se pela porcentagem da densidade óptica do lado ipsilateral em relação ao 

lado contralateral (MORI et al., 2017). 

 

4.11 Análise estatística 

 Todos os dados foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Por 

apresentarem distribuição gaussiana, a análise de rendimento global, de ácidos fenólicos, 

de flavonoides totais, do teste de comportamento rotatório e a densidade óptica relativa (TH 

e GFAP) foram realizadas por análise de variância (ANOVA) de uma via com pós teste de 

Bonferroni. Os testes de campo aberto e do cilindro também apresentaram distribuição 

gaussiana e foram analisados por ANOVA de duas vias com medidas repetidas com pós 

teste de Bonferroni. A contagem de células TH+ foi analisada por Kruskal-Wallis com pós-

teste de Dunn. As diferenças foram consideradas significativas para valores de p < 0,05. Foi 

utilizado o software Graph Pad Prism versão 7.0.   
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5 RESULTADOS 

 5.1 Cinética de extração 

  A ELP foi realizada para determinar a cinética de rendimento global de extração ao 

longo do tempo/volume de solvente a partir de 2 g de folhas de T. spathacea. Os resultados 

preliminares sugerem uma redução da concentração do EATS, evidenciada pela 

descolorização dos extratos obtidos (figura 19).  

 
Figura 19: Aparência do extrato obtido por ELP nos diferentes tempos: (A) 15 min/15 mL; (B) 30 
min/30 mL; (C) 60 min/60 mL; (D) 120 min/ 120 mL; (E) 180 min/180 mL. Fonte: Arquivo pessoal, 
2018. 

 A cinética de rendimento global de extração por ELP apresentada na figura 20, estão 

de acordo com os dados mostrados na figura 19. Assim as figuras 19 e 20 respectivamente 

indicam uma tendência à estabilização da cinética a partir de 60 min (observa-se um platô 

na curva), entre este e o último tempo analisado (180 min) só há alteração de 

aproximadamente 4%. Por este motivo, o tempo de 60 min/60 mL de solvente foi 

considerado o mais viável da cinética. Com isso, foi selecionado para as extrações de 

compostos bioativos das folhas de T. spathacea. Esta melhor condição experimental 

corresponde a proporção biomassa/solvente de 1:30 (m/v), (biomassa inicial de 2 g e vasão 

de 1 mL/min).  

Figura 20: Gráfico da cinética de rendimento da extração por ELP, com os tempos pré estabelecidos, 
15, 30, 60, 120 e 180 min. 
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 5.2 Caracterizações dos extratos 

 Os extratos foram caracterizados quanto ao rendimento global, quantificação de 

ácidos fenólicos e flavonoides totais (tabela 3). Para análise do rendimento global, foi 

realizada ANOVA de uma via [F (3, 8) = 721,6; p < 0,0001], com pós-teste de Bonferroni. As 

extrações por ELP (1:90 X 1:30) apresentaram diferença estatística entre si (p <0,0001), 

onde a ELP 1:90 teve o melhor rendimento, e em relação às infusões (p <0,0001). As duas 

extrações por infusão foram as de menor rendimento e não apresentaram diferença 

estatística (p > 0,9999) entre si. 

 Os dados da quantificação de ácidos fenólicos foram avaliados por ANOVA de uma via 

[F (3, 8) = 324,7; p < 0,0001], com pós teste de Bonferroni e todos apresentaram diferença 

significativa entre si (p < 0,0001). A infusão 1:30 (m/v) apresentou aumento significativo no 

quantitativo de ácidos fenólicos em relação a todos extratos obtidos. 

 Quanto à análise de flavonoides totais, os dados foram avaliados por ANOVA de uma 

via [F (3, 8) = 49,43; p < 0,0001], com pós teste de Bonferroni. As extrações com maior 

volume de solvente (ELP 1:90 e infusão 1:50) apresentaram médias sem diferença 

significativa entre si (p = 0,1034), assim como aumento significativo no quantitativo de 

flavonoides em relação aos extratos com menor volume de solvente (ELP 1:30 e infusão 

1:30), que também apresentaram médias sem diferença estatística entre si (p = 0,2398).  

 

Tabela 3: Caracterização dos extratos 

Extratos Rendimento (%) Ácidos fenólicos Flavonoides 

ELP 1:30 29,13 ± 0,55a 20,12 ± 0,264a 26,22 ± 1,1a 

ELP 1:90 34,07 ± 0,90b 9,52 ± 0,19b 38,92 ± 2,39b 

INF 1:30 21,63 ± 0,25c 31,68 ± 1,539c 29, 08 ± 0,54c 

INF 1:50 21,53 ± 0,41c 16,82 ± 0, 759d 34,43 ± 0,95d 

 Os valores são expressos por média ± desvio padrão (n=3). Letras diferentes indicam diferença significativa, 
onde p < 0,05.    

 

 5.4 Atividade antioxidante 

 Considerando a importância dos ácidos fenólicos assim como dos flavonoides para o 

estudo, o extrato realizado por infusão com proporção 1:30 (m/v) foi selecionado para 

aplicação in vivo por apresentar quantidades significativas em ambas quantificações. Sendo 

assim, a análise do potencial antioxidante foi avaliada somente neste extrato, que a partir de 

então será chamado de EATS, em cinco concentrações (figura 21). 
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Figura 21: Fotografia da aparência das soluções com EATS em concentração decrescente, da 
esquerda para direita, na análise do potencial antioxidante. Fonte: Arquivo pessoal, 2018. 

 A capacidade inibitória de 50% (IC50) do EATS foi de 16,7 ±1,9 µg/mL. Na 

concentração máxima testada (100 ppm), o EATS foi capaz de inibir 81,3% dos radicais 

livres. As porcentagens de inibição de acordo com a concentração utilizada no DPPH podem 

ser melhor visualizadas na tabela 4. 

 

Tabela 4: Concentrações testadas e suas respectivas porcentagens de inibição, onde são 
expressos por média ± desvio padrão (n=3). 

 
Concentração (µg/mL) Inibição (%) 

100 81,3±0,6 
50 71,9±5,4 

25 52,4±4,2 
12,5 45,1±9,2 

6,125 33,6±2,9 
 
 

 5.3 Teste de campo aberto 

 Para análise dos resultados do teste de campo aberto foi realizada ANOVA de duas 

vias com medidas repetidas com pós teste de Bonferroni. Na avaliação das explorações 

horizontais (figura 22), houve interação significativa entre os tempos analisados e os 

tratamentos [F (4, 35) = 3,052; p = 0,0294], no entanto, sem diferenças significativas entre 

os tempos [F (1, 35) = 0,5456; p = 0,3724]. Houveram diferenças significativas entre os 

tratamentos [F (4, 35) = 9,271; p < 0,0001].   

 No 1º dia após a lesão, foi observada diminuição significativa nas explorações 

horizontais nos grupos 6-OHDA, EATS 10, EATS 30 e EATS 100 quando comparados com 

o controle (não lesionado). Contudo, os grupos lesionados com 6-OHDA mostraram médias 

estatisticamente iguais entre si. No 15° dia, os animais que receberam a toxina por 
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microinjeção intracerebral ainda apresentaram médias significativamente menores que as do 

grupo controle, exceto o grupo EATS 30 que apresentou elevação significativa nas 

explorações horizontais. O grupo EATS 100 foi diferente estatisticamente do EATS 30. 

 

Figura 22: Resultado do campo aberto quanto ao parâmetro de explorações horizontais (crossing). * 
significa diferença estatística em relação ao grupo controle (*p < 0,05; ** p < 0.01; ***p < 0.001; **** p 
< 0.0001), # significa diferença estatística em relação ao grupo 6-OHDA (p < 0,05).  

 
 Quanto às explorações verticais (figura 23), a análise estatística evidenciou interação 

entre os tempos analisados e tratamentos [F (4, 35) = 4,11; p = 0,0096], mas não ocorreu o 

mesmo nas comparações entre os tempos [F (1, 35) = 0,8547; p = 0,3860]. Houveram 

diferenças significativas entre os tratamentos [F (4, 35) = 4,191; p = 0,0088]. 

 No 1º dia, os grupos 6-OHDA, EATS 10, EATS 30 e EATS 100 mostraram diminuição 

significativa das médias de explorações verticais quando comparados ao grupo controle. No 

15° dia após a lesão, os grupos que foram tratados com o EATS 10, EATS 30 e EATS 100 

mostraram aumento nas explorações verticais, sendo semelhantes ao grupo controle. Os 

animais do 6-OHDA encontraram dificuldade na recuperação dos rearings, apresentando 

diferença estatística em relação ao grupo controle, e o grupo EATS 30 apresentou aumento 

significativo comparado ao 6-OHDA. 
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Figura 23: Resultado do campo aberto com o parâmetro exploração vertical (rearing). * significa 
diferença estatística em relação ao controle (*p < 0,05; ** p < 0.01; ***p < 0.001; **** p < 0.0001), # 
significa diferença estatística em relação ao 6-OHDA (p < 0,05).  

 Ao analisar as comparações entre as médias de bolos fecais (figura 24) durante o 

teste de campo aberto, observou-se que não houve nem interação entre os tempos e 

tratamentos [F (4, 35) = 1,897; p = 0,1328] nem diferença significativa entre os tempos [F (1, 

35) = 1,51; p = 0,2273], porém houve diferença significativa entre os tratamentos [F (4, 35) = 

6,479; p = 0,0005]. Na primeira avaliação, nenhum grupo expressou diferença significativa 

em relação ao controle, mas o mesmo não ocorreu o grupo EATS 100 apresentou perfil 

diferente do grupo 6-OHDA e EATS 10, eliminando menos bolos fecais. Na segunda 

avaliação, o grupo 6-OHDA apresentaram aumento significativo em relação ao grupo 

controle. Os animais do grupo EATS 100 permaneceram apresentando diferença 

significativa do grupo 6-OHDA. 

 

Figura 24: Resultado do campo aberto, considerando os bolos fecais eliminados durante o teste. ** 
significa diferença estatística em relação ao controle (p < 0,01); # aponta diferença significativa em 
relação ao grupo 6-OHDA (# p < 0,05; ### p < 0,001). + aponta diferença significativa em relação ao 
EATS 10 (p < 0,05).  
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 5.4 Teste do cilindro 

 Foi realizada ANOVA de duas vias com medidas repetidas com pós teste de 

Bonferroni (figura 25), onde não houve interação entre os tempos (dias de tratamento) e 

tratamentos [F (4, 35) = 0,286; p = 0,8851], no entanto houve para os tratamentos [F (4, 35) 

= 4,443; p = 0,0052]. Não houve diferença significativa nos tempos [F (1, 35) = 1,112; p = 

0,2990]. Não foi evidenciada diferença estatística entre os grupos nem no 9° nem no 29º dia, 

embora os animais controle e os que receberam EATS apresentaram um percentual de 

toques contralaterais mais elevado do que os animais lesionados e tratados somente com 

veículo.  

 

 
Figura 25: Resultado do teste do cilindro. Considerando p < 0,05. 

 
 

 5.5 Teste de comportamento rotatório 

 Foi realizada ANOVA de uma via com pós teste de Bonferroni (figura 26), onde F (4, 

35) = 4,93 e p = 0,0029. Os animais do EATS 10, EATS 30 e EATS 100 apresentaram 

comportamento semelhante ao grupo controle, efetuando menos rotações contralaterais, 

sendo iguais estatisticamente ao mesmo, logo, somente o grupo 6-OHDA apresentou 

diferença significativa comparado ao controle. Quando os grupos lesionados são 

comparados, constata-se que os tratados com EATS 100 mostram diminuição significativa 

em relação ao tratado com veículo (6-OHDA). Os extratos, quando comparados entre si, 

permaneceram igualados estatisticamente.  
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Figura 26: Resultado do comportamento rotatório, considerando as rotações contralaterais. ** aponta 
diferença significativa em relação ao controle (p < 0,01); # aponta diferença significativa em relação 
ao 6-OHDA (p < 0,05).  

 

 5.6 Análise histológica 

 Ao analisar histologicamente as amostras dos fígados e rins dos animais, não foram 

encontradas alterações que pudessem indicar toxicidade subaguda em nenhum dos grupos 

experimentais (figura 27). Os fígados estavam com homogeneidade de aspecto e 

hepatócitos com núcleos íntegros. Os rins também apresentaram-se homogêneos, com 

corpúsculos renais, cápsulas de Bowman e túbulos contorcidos íntegros. 
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Figura 27: Fotomicrografias de tecido de fígado (esquerda) e rins (à direita) utilizados para avaliação 
histopatológica (400x) dos animais estudados. Grupo controle (A), 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (B), 
extrato aquoso de Tradescantia spathacea (EATS) 10 mg/kg (C), 30 mg/kg (D) e 100 mg/kg (E). 
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 5.7 Contagem de células TH+ 

 . Na figura 28 podem-se visualizar fotomicrografias (100x) da SNc dos respectivos 

grupos estudados, onde as médias da contagem de neurônios TH+ nos grupos foram 

analisadas por Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn (figura 29), onde p < 0,0001. Os 

grupos 6-OHDA e EATS 10 apresentaram redução significativa nos neurônios 

imunorreativos em comparação ao grupo controle. Os animais tratados com EATS 100 

apresentaram elevação significativa em relação ao grupo 6-OHDA 

 

Figura 28: Fotomicrografias (100x) de neurônios imunorreativos para enzima TH na SNc dos animais 
estudados. Grupo controle (A), 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (B), extrato aquoso de Tradescantia 
spathacea (EATS) 10 mg/kg (C), 30 mg/kg (D) e 100 mg/kg (E). 
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Figura 29: Resultados da quantificação de neurônios imunorreativos presentes na análise do lado 
lesionado (direito) da substância negra compacta. * significa diferença em relação ao controle (*p < 
0,05; **** p < 0,0001), #### significa diferença estatística em relação ao 6-OHDA (p < 0,0001).  

 

5.8 Densidade óptica relativa TH 
  

 Foi realizada ANOVA com pós teste de Bonferroni [F (4, 25) = 13,95, p < 0,0001]. A 

densidade óptica relativa para TH (figura 30) do núcleo estriado evidenciou redução 

significativa na porcentagem das fibras positivas TH+ no grupo 6-OHDA (p < 0,0001) em 

relação ao grupo controle. Nos animais tratados com EATS 10 (p = 0,0007), EATS 30 (p = 

0,0007) e EATS 100 (p = 0,0004) houve aumento significativo em comparação ao grupo 6-

OHDA. Os grupos de EATS não apresentaram diferença estatística em relação ao controle, 

nem entre si. 

 
Figura 28: Densidade óptica relativa para enzima tirosina-hidroxilase (TH+) no núcleo estriado, em 
relação ao lado contralateral à lesão. As colunas representam as médias e as barras o erro padrão da 
média. **** indica diferença significativa em relação ao controle (p < 0,0001); ### indica diferença 
significativa em relação ao 6-OHDA (p < 0,001).  
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5.9 Densidade óptica relativa GFAP 

 Na figura 31 podem-se visualizar fotomicrografias (400x) do núcleo estriado dos 

respectivos grupos estudados, onde foram realizadas ANOVA por pós teste de Bonferroni. 

Na densidade óptica para GFAP (figura 32) foi observado um aumento significativo de 

expressão astrocitária no grupo 6-OHDA (p < 0,0001) em relação ao grupo controle. 

Diferente do grupo 6-OHDA, os animais tratados com EATS 10 (p < 0,0001), EATS 30 (p < 

0,0001) e EATS 100 (p < 0,0001) apresentaram redução na expressão astrocitária, 

assemelhando-se ao grupo controle.  

 

Figura 31: Fotomicrografias (400x) de astrócitos imunorreativos para proteína GFAP no núcleo 
estriado dos animais estudados. Grupo controle (A), 6-hidroxidopamina (6-OHDA) (B), extrato aquoso 
de Tradescantia spathacea (EATS) 10 mg/kg (C), 30 mg/kg (D) e 100 mg/kg (E). 
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Figura 32: Densidade óptica relativa para proteína glial fibrilar ácida no núcleo estriado, em 
relação ao lado contralateral à lesão. As colunas representam as médias e as barras o erro padrão da 
média. **** indica diferença significativa em relação ao grupo controle (p < 0,0001); #### indica 
diferença significativa em relação ao grupo 6-OHDA (p < 0,0001). 
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6 DISCUSSÃO 

 A infusão foi um dos métodos selecionados para obtenção dos extratos nesta 

pesquisa, e está associada ao aumento na extração de compostos fenólicos e atividade 

antioxidante (CITTAN et al., 2018). A ELP foi o outro método de extração utilizado, 

associada ao aumento no rendimento comparado às extrações convencionais (BENAYAD et 

al., 2014; MONTE et al., 2014), corroborando com a literatura, as ELP obtiveram os 

melhores rendimentos neste estudo comparadas às infusões. Comparando com outros 

métodos de extração para a mesma espécie vegetal, todos extratos obtidos neste estudo 

foram superiores aos encontrados na literatura, onde foram relatados rendimentos de 2,8 a 

8,37% utilizando-se a técnica de decocção (LUCIANO-MONTALVO et al., 2013; ROSALES-

REYES et al., 2008), 3,4% por rotaevaporação (SRIWANTHANA et al., 2007) e 17,9% por 

Soxhlet (MENA-REJON et al., 2009). 

 O maior quantitativo de flavonoides foi obtido na ELP 1:90 (m/v), no entanto este 

extrato apresentou o menor valor de compostos fenólicos. Em contrapartida, o maior 

quantitativo de compostos fenólicos foi obtido através da infusão 1:30 (m/v), corroborando 

com Cittan et al. (2018), esta técnica também proporcionou um valor significativo de 

flavonoides totais, fortalecendo a escolha deste extrato para aplicação no ensaio in vivo.  

 Quando comparados com a literatura, tanto as infusões quando as ELP 

proporcionaram melhor obtenção de compostos fenólicos que o extrato metanoico obtido no 

estudo de Sánchez-Roque et al. (2017) e a infusão utilizada na pesquisa de García-Varela 

et al. (2015), que obtiveram valores de 2,3 mg/g e 8,5 mg/g respectivamente. O extrato 

metanoico obtido no estudo de Tan et al. (2014) apresentou 20,4 mg/g, valor maior que o 

obtido na ELP 1:90 (m/v) e na infusão 1:50 (m/v), semelhante à ELP 1:30 (m/v) e menor que 

o obtido por infusão 1:30 (m/v). Suscitando que o processo de cinética permitiu otimizar a 

extração de compostos fenólicos, tendo em vista que que a de 1 g de biomassa/30 mL de 

solvente proporcionou melhores resultados.  

 A infusão com menor volume de solvente por biomassa (1:30 m/v) obteve mais fenóis 

quando comparada a Rhoeo bermudensis (29,6 mg/g), Tradescantia pallida (15,3 mg/g), 

Callisia fragrans (26,9 mg/g), ambas pertencentes a família Commelinaceae. Esta infusão 

também apresentou mais compostos fenólicos que 33 das 35 ervas e plantas medicinais 

analisadas por Kahkonen et al. (1999), possuindo menos que a Calluna vulgaris (36 mg/g) e 

a Lythrum salicaria (42,1 mg/g). García-Varela et al. (2015) encontrou mais compostos 

fenólicos nas extrações de T.spathacea com água, seja em ebulição (16,9 mg/g) ou não (8,5 

mg/g) do que nas que utilizou metanol (1,5 mg/g), etanol (1,6 mg/g), acetato de etila (9,4 
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mg/g), acetona (5,5 mg/g), éter de petróleo (1,4 mg/g), clorofórmio (1,7 mg/g) e hexano (0,7 

mg/g), corroborando que o uso da água como solvente nesta pesquisa foi uma boa escolha. 

 Os métodos de extração utilizados (infusão e ELP) proporcionaram maior obtenção de 

flavonoides que os extratos de Sánchez-Roque et al. (2017) e Tan et al. (2014), com 0,7 

mg/g e 10,8 mg/g respectivamente. A última literatura citada também mostra que a 

T.spathacea possui mais flavonoides totais quando comparada com outras plantas da 

família Commelinaceae, como a Rhoeo bermudensis (18,4 mg/g), Tradescantia pallida (10,6 

mg/g), Callisia fragrans (2,5 mg/g) e a Tradescantia zebrina (17,1 mg/g). 

 O alto teor de compostos fenólicos encontrado no EATS pode estar relacionado às 

ações neuroprotetoras (diminuição de déficits comportamentais e aumento do número de 

neurônios dopaminérgicos após lesão) observadas no presente trabalho. Em trabalhos 

anteriores, foram identificados por análise cromatográfica a presença de flavonoides como a 

rutina, epigalocatequina, quecertina e rhoeonina (TAN et al., 2015), além de ácidos fenólicos 

como o ácido vanílico, ácido p-cumárico, ácido ferúlico e ácido gálico (GARCIA-VARELA et 

al., 2016) na T.spathacea. Estes compostos estão associados à atividade antioxidante e 

neuroprotetora, aumentando a SOD, catalase e glutationa, amenizando a peroxidação 

lipídica, reduzindo TNF-α, AChE e corticosterona (MAGALINGAM et al., 2016; LI et al., 

2018; SINGH et al., 2016; XU et al., 2017; HUSSEIN et al., 2018). 

 Com relação à atividade antioxidante, houveram limitações para encontrar resultados 

de IC50 da T.spathacea na literatura devido à escassez de estudos publicados referentes ao 

conteúdo. Em estudo com a Commelina benghalensis, também da família Commelinaceae, 

Sahu et al. (2013) estudaram a atividade antioxidante, onde a capacidade inibitória de 50% 

foi 32,92 µg/mL (metanol), 32,31 µg/mL (etanol) e 35,62 µg/mL (hexano). A atividade 

antioxidante em produtos naturais tem sido relacionada ao efeito neuroprotetor de extratos 

(KIASALARI et al., 2016; SONG et al., 2016), fato que está associado à fisiopatologia da 

doença, em que o estresse oxidativo tem papel majoritário (BHAT et al., 2015; KAUR et al., 

2018). 

 No ensaio in vivo foram realizados testes com os animais para avaliação funcional, o 

teste de campo aberto foi utilizado com a finalidade de avaliar atividade locomotora e 

comportamental associada à ansiedade (SU et al., 2018).  Conforme esperado, em ambos 

um e quinze dias após a lesão, os animais que receberam 6-OHDA apresentaram uma 

redução significativa na locomoção espontânea (CARVALHO et al., 2013; MARTINS et al., 

2016; ANTIPOVA et al., 2017), indicando que os déficits motores do modelo animal induzido 

por esta toxina, amplamente utilizado (BLANDINI, 2008), foram reproduzidos no presente 

estudo. Com 15 dias, os animais que receberam EATS 30 mg/kg expressaram um aumento 

significativa nas explorações horizontais e verticais. Tal resultado (diminuição de déficits 
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motores) é sugestivo de ação neuroprotetora. No entanto, os resultados do teste de 

comportamento rotatório e a avaliação da imunohistoquímica para TH mostraram que a 

dose de 100 mg/kg de EATS também foi eficaz em atenuar a perda de neurônios e fibras 

dopaminérgicas, além de diminuir a resposta astrocitária. A não observação de um efeito do 

EATS 100 mg/kg nos testes espontâneos poderia ser explicada pelo efeito ansiolítico do 

EATS a 100 mg/kg, evidenciado pela diminuição de defecações observado no teste de 

campo aberto desde tanto em 24h (administração aguda) quanto em 15 dias (administração 

subaguda), pois a análise de defecação durante o campo aberto visa avaliar os níveis de 

ansiedade nos animais submetidos ao teste (HALL, 1934). Vale destacar que a T. spathacea 

está listada como uma das plantas medicinais utilizadas para tratamento de ansiedade e 

depressão no México (GUTIERREZ et al., 2014). Novamente, o aumento do número médio 

de bolos fecais expelido em animais lesionados pela 6-OHDA, indicando aumento de níveis 

de ansiedade em função da lesão (WALSH; CUMMINS, 1976). 

 Ainda na avaliação comportamental, no teste do cilindro os toques contralaterais são 

contabilizados com a finalidade de avaliar o uso espontâneo da pata dianteiras do animal 

avaliado. A preferência será pelo lado contralateral à lesão cerebral, visto que o membro 

afetado será o contralateral. Um animal é considerado saudável com TC iguais ou acima de 

50% (BOIX et al., 2015). O déficit motor manifestado no toque contralateral relaciona-se a 

depleção dopaminérgica no núcleo estriado e ação da via indireta dos núcleos da base, 

onde os estímulos GABAérgicos para o Gpe são elevados, desinibindo o NST e mantendo o 

córtex motor inibido, em consequência há redução na iniciação dos movimentos 

contralaterais (OBESO et al., 2014). Neste experimento, a lesão foi estabelecida ao lado 

direito do núcleo estriado, então quanto mais lesionado o animal estiver ele optará pelo uso 

da pata dianteira direita e apresentará menor %TC, assim como quanto mais os efeitos da 

lesão estiverem reduzidos a pata esquerda começará a ser mais utilizada espontaneamente 

e o %TC se elevará. Embora não tenham sido observadas diferenças significativas entre os 

grupos, o grupo tratado com EATS 30 mg/kg apresentou %TC acima de 50% (de maneira 

similar ao grupo controle), podendo ser considerado saudável. Estes resultados condizem 

com outros achados da literatura, em que a atividade neuroprotetora foi investigada com 

diferentes compostos, onde a pata contralateral foi utilizada cerca de 50% (RAUCH et al., 

2010; ANTIPOVA et al., 2017). 

 As rotações contralaterais induzidas por apomorfina são avaliadas afim de verificar o 

prejuízo do sistema dopaminérgico após lesão por 6-OHDA, onde o quantitativo de rotações 

relaciona-se com a depleção de dopamina (LIMA et al., 2017). O teste é realizado com 30 

dias, visto que a lesão da via nigroestriatal em ratos é progressiva e evolui 

aproximadamente até a 4ª semana (DA SILVA et al., 2016), onde as rotações contralaterais 
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são diretamente proporcionais à extensão da lesão (REAL et al., 2017). As rotações são 

justificadas pela ligação da apomorfina (agonista dopaminérgico direto) aos receptores 

dopaminérgicos do tipo D2 no estriado, que aumentam em número e afinidade nos 

neurônios pós-sinápticos, privados de dopamina do núcleo estriado (KONIECZNY et al., 

2017). O grupo lesão apresentou um aumento significativo de rotações em comparação aos 

animais controles e aos tratados com EATS 100 mg/kg, indicando que o EATS em dose 

mais alta proporcionou neuroproteção frente à lesão com 6-OHDA.  

 Com a progressão da lesão na via nigroestriatal induzida por 6-OHDA a depleção de 

neurônios dopaminérgicos pode chegar até 85% e esta depleção se relaciona ao percentual 

de neurônios mortos na SNc (BLANDINI et al., 2007). Neste estudo, foi observada uma 

perda significativa de neurônios e fibras dopaminérgicos no grupo 6-OHDA relevada pela 

redução da imunorreatividade para TH, corroborando que o modelo experimental escolhido 

foi efetivo (BATASSINI et al., 2015; WANG et al., 2017).  Concomitante a este achado, o 

grupo 6-OHDA apresentou aumento na expressão astrocitária. Esta resposta astrocitária 

reflete um processo inflamatório causado pela toxina e que pode ser observada mesmo 

após 3-4 semanas (MORI et al., 2017). Os astrócitos são capazes de diminuir a formação de 

radicais livres, fornecer suporte estrutural e metabólico dos neurônios, assim como o auxílio 

na resposta imune (DE BOOTH et al., 2017). Kuter et al. (2018) sugere que a disfunção 

astrocitária resulte em déficit no suporte metabólico dos neurônios dopaminérgicos, que 

fisiologicamente seriam capazes de sobreviver por um tempo, capacidade essa reduzida 

com a lesão por 6-OHDA. 

 Os tratamentos com EATS nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg proporcionaram 

recuperação significativa de neurônios na SNc e de fibras positivas TH+ no núcleo estriado, 

assim como redução da expressão astrocitária nos após a lesão induzida por 6-OHDA. 

Esses resultados sugerem que o mecanismo de ação do EATS frente à 6-OHDA envolve, ao 

menos em parte, ação anti-neuroinflamatória. Este efeito poderia ser atribuído, inclusive, aos 

compostos fenólicos encontrados em sua composição química. Estes compostos, 

principalmente os ácidos fenólicos e flavonoides, agem como antioxidantes exógenos e 

participam da modulação neuroinflamatória (ALMUTAIRI et al., 2017; GHOSH et al., 2017; 

REN et al., 2017). 

 Por fim, não foram observados sinais de toxicidade no fígado e rins dos animais 

estudados, este achado pode ser atribuído à toxicidade aguda da T.spathacea ser acima de 

5000 mg/kg (TAN et al., 2014), sendo assim classificado como categoria 5 pelo Globally 

Harmonised System (GHS), que engloba produtos que devem ser utilizados com cautela 

(OECD, 2001). No entanto, não pode-se afirmar que foi realizado ensaio de toxicidade 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0278691517300741#!
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subaguda no EATS devido a não realização de etapas preconizadas pela Resolução n.90 da 

ANVISA, sendo uma limitação do presente estudo.  
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7 CONCLUSÃO 

 
 O EATS (INF 1:30), selecionado para aplicação in vivo, apresentou quantitativo 

satisfatório de ácidos fenólicos e flavonoides totais comparado à literatura, assim como 

atividade antioxidante (IC50). Observou-se melhora na atividade motora após tratamento com 

EATS, sendo que a dose de 100 mg/kg mostrou efeito ansiolítico e reduziu os movimentos 

rotatórios contralaterais à lesão. Não foram observados sinais de toxicidade nos tecidos de 

rins e fígados dos animais estudados. O EATS nas três doses diminuiu a extensão da perda 

neuronal e diminuiu da resposta astrocitária. O tratamento com EATS, portanto, teve efeito 

neuroprotetor em modelo experimental para estudo da DP. 
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ANEXO 1 – EXSICATA DA Tradescantia spathacea 
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ANEXO 2 - CERTIFICADO DE APROVAÇÃO DA CEUA 
 
 

 

 


