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O própolis é um composto natural e se destaca por suas propriedades antioxidante, anti-
inflamatória e antiviral. O objetivo do presente estudo foi investigar se o extrato 
hidroalcoólico de própolis marrom (EHP) tem efeito protetor frente às lesões vaginais 
causadas pelo vírus do herpes simplex tipo 2 (HSV-2) em camundongos fêmeas BALB / 
c. O tratamento foi dividido em 5 dias de pré-tratamento com EHP [50 mg/kg, uma vez 
por dia, via intragástrica (i.g.)], infecção por HSV-2 [10 ml de uma solução de 1x102 de 
unidades formadoras de placas (PFU/ml-1 HSV-2), inoculação intravaginal no dia 6] e 
pós-tratamento com EHP (50 mg/kg) durante mais 5 dias. No dia 11, análises in vivo 
(escore de lesões) e ex vivo [avaliação hematológica e histológica; atividade das 
enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e mieloperoxidase (MPO); 
espécies reativas (ER), níveis de nitração da tirosina, tióis não proteicos (NPSH) e ácido 
ascórbico (AA)] foram realizadas. O tratamento com o EHP reduziu as lesões 
extravaginais e os danos histológicos causados pelo HSV-2 no tecido vaginal dos 
animais infectados. O EHP foi capaz de diminuir os níveis de ER, de nitração da 
tirosina, de AA e a atividade da MPO. Além disso, protegeu contra a inibição de 
atividade da CAT nos tecidos vaginais. O EHP promoveu efeito protetor nos animais 
infectados com HSV-2 agindo sobre os processos inflamatórios e oxidativos, este efeito 
provavelmente ocorre devido as suas propriedades antioxidante e anti-inflamatória. 

 

Palavras-chave: HSV-2; herpes; própolis; antioxidante; anti-inflamatório; 
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Propolis is a natural compound and has been highlighted for its antioxidant, anti-
inflammatory and antiviral properties. The purpose of this study was to investigate if 
brown hydroalcoholic propolis extract (HPE) protects against vaginal lesions caused by 
herpes simplex virus type 2 (HSV-2) in female BALB/c mice. The treatment was 
divided in 5 days of pre-treatment with HPE [50 mg/kg, once a day, intragastric (i.g.)], 
HSV-2 infection [10 ml of a solution 1x102 plaque-forming unit (PFU/ml–1 HSV-2), 
intravaginal inoculation at day 6] and post-treatment with HPE (50 mg/kg) for 5 days 
more. At day 11, in vivo (score of lesions) and ex vivo analysis [haematological and 
histological evaluation; superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT) and 
myeloperoxidase (MPO) activities; reactive species (RS), tyrosine nitration, non-protein 
thiols (NPSH) and ascorbic acid (AA) levels] were carried out. HPE treatment reduced 
extravaginal lesions and the histological damage caused by HSV-2 infection in vaginal 
tissues of animals. HPE was able to decrease RS, tyrosine nitration, AA levels and MPO 
activity. Also, it protected against the inhibition of CAT activity in vaginal tissues of 
mice. HPE promoted protective effect on HSV-2 infected animals by acting on 
inflammatory and oxidative processes, and this effect probably is due its antioxidant and 
anti-inflammatory properties. 
 
Keywords: HSV-2; herpes; propolis; antioxidant; anti-inflammatory. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O herpes simplex vírus (HSV) é um agente patológico infecto-contagioso 

bastante comum e prevalente nos indivíduos.   Este é diferenciado em dois tipos 

antigênicos, o tipo 1 (HSV-1) associado geralmente a infecções orofaciais e encefalites 

e o tipo 2 (HSV-2), o qual infecta o trato genital e pode ser transmitido de mãe para 

filho durante o nascimento (Nolkemper e cols., 2010). Ambos os tipos, membros da 

família Herpesviridae subfamília alphaherpesvirinae gênero simplexvirus, são 

constituídos por quatro componentes básicos: a estrutura helicoidal de DNA em dupla 

hélice, envolvida por capsídeo icosaédrico e circundada por uma substância amorfa 

(tegumento), além do envelope lipídico, em que se expressam as glicoproteínas de 

superfície do HSV (Figura 1) (Lupi e Pereira, 1994).    

 
Figura 1. Estrutura do herpes simplex vírus. Fonte: (CITIZENDIUM, 2008) 

 

A replicação viral inicia-se na epiderme após a ligação do vírus às moléculas de 

heparan sulfato da membrana celular. Tanto o HSV-1 como o HSV-2 podem codificar 

pelo menos 84 polipeptídios diferentes. No início da infecção, o HSV se adere a três 

diferentes tipos de receptores de superfície celular e logo após funde-se com a 

membrana plasmática. O capsídeo, menos o seu envelope, é transportado para o poro 

nuclear através do qual liberta o seu DNA viral para o núcleo. O HSV, por sua vez, 

replica-se em um ciclo de três transcrições: gene α (proteína inicial que regula 

principalmente a replicação viral denominada immediate early gene – IE); gene β 

(proteína inicial da síntese e empacotamento do DNA viral); e o gene γ (proteína tardia, 

maioria proteínas de vírions, os quais constituiem a forma infectiva do vírus) (Ward, 

1994). Assim, a infecção propaga-se para as terminações nervosas livres com 
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disseminação intra-axonal através de transporte retrógrado dos vírions, partículas 

infectantes dos vírus, para os gânglios sensoriais paravertebrais. A replicação viral 

segue no gânglio sensorial e nos tecidos neurais contíguos, com o estabelecimento da 

latência viral. O período de incubação possui duração de sete dias. Os gânglios sacrais e 

trigeminais são os mais acometidos, mas outros gânglios paravertebrais também podem 

ser atingidos durante as recorrências clínicas (Lupi e Pereira, 1994; Sokol e Garry, 

1997).   

O ciclo biológico do HSV é controlado por suas glicoproteínas (gp) de 

superfície. As glicoproteínas gC, gB e gD são indispensáveis para a replicação viral nas 

células infectadas, participam da adsorção ao heparan sulfato, além da liberação de 

vírions. Mutações virais, com translocação no gene codificador da gB, produzem 

vírions não infecciosos. Quando a translocação afeta a gB e a gD conjuntamente, o 

vírion efetua a adsorção, mas não penetra a célula (Lupi e Pereira, 1994; Shukla e Spear, 

2001). 

A transmissão do HSV ocorre geralmente por contato íntimo da pessoa 

portadora do vírus a partir de uma superfície de mucosa ou de lesão infectante. As 

principais regiões infecciosas incluem a mucosa oral, ocular, genital e anal (Sokol e 

Garry, 1997). As lesões herpéticas são caracterizadas por pápulas eritematosas, úlceras 

geralmente superficiais e intensamente dolorosas, principalmente durante a infecção 

primária (sem anticorpos preexistentes), também podem ocorrer outros sintomas como 

prurido, disúria, febre e mal-estar que duram 2 semanas aproximadamente e geralmente 

individuos que já possuem anticorpos para o HSV-1 apresentam infecção menos severa 

quando em contato com o HSV-2. Os sintomas iniciais da infecção por HSV são pouco 

aparentes, os pacientes podem apresentar sinais de lesão vários dias após a infecção 

inclusive transmitir o vírus a seus parceiros sexuais na ausência dos sintomas (Koelle e 

Corey, 2003; Patel e cols., 2011). 

Uma característica principal da infecção por HSV é a sua capacidade de 

permanecer latente nos gânglios sensoriais. Nesta condição, o DNA viral se mantém 

como um epissomo (localiza-se no citoplasma) e a expressão dos seus genes virais 

encontram-se silenciadas (Mellerick e Fraser, 1987). Desta forma a ausência de síntese 

protéica permite que o HSV fique completamente invisível ao sistema imunológico. O 

único produto viral detectado durante a latência é conhecido como LAT (latency 

associated transcript), representando um fragmento de RNA sintetizado pelo vírus. A 

latência persiste até que ocorra alguma modificação estrutural na célula infectada como 
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dano ou diferenciação celular. O gene IE é ativado após estímulo apropriado e permite a 

replicação viral. O LAT, por ser a única fração viral presente durante toda a latência, 

parece promover a reativação do HSV. Muitos eventos podem causar a reativação viral 

como estresse físico ou emocional, menstruação, febre, luz ultravioleta e danos teciduais 

(Pereira, 1996; Wagner e cols., 1995). 

O HSV-1 é o principal causador do herpes labial na região orofacial, estas 

infecções primárias ocorrem em torno dos 20 anos de idade e são normalmente 

assintomáticas. Dados revelam que anticorpos contra o vírus são encontrados em cerca 

de 80% dos adolescentes. No entanto quando os sintomas aparecem são caracterizados 

por estomatite herpética (feridas dolorosas) com formação de bolhas e úlceras no 

contorno dos lábios, língua e da boca e também febre (Figura 2A). O HSV-2 também 

pode ocasionar uma infecção primária nesta região apesar de não ser muito comum 

(Corey e Handsfield, 2000; Ross e cols., 1997; Scoular, 2002).  

O herpes genital, transmitido por via sexual, é causado pelo HSV-2 e gera uma 

infecção persistente sendo a forma mais comum de úlcera na região genital (Whitley, 

2002) (Figura 2B). A infecção genital por HSV-2 raramente é transferida de mãe para 

filho durante a gestação, mas quando a transmissão ocorre pode envolver múltiplos 

órgãos causando hepatite necrosante e encefalite. Já a infecção em neonatos pode 

ocorrer no útero (em torno de 5% das infecções), durante o parto (80% dos casos) ou 

pós-natal. Estes tipos de infecções são freqüentemente sintomáticas e letais, atingem os 

olhos, a pele ou boca (40% dos bebês), podendo gerar encefalite com ou sem infecção 

na pele (35%) ou resultar em uma infecção disseminada (25%) (Whitley e Roizman, 

2001). 

 
Figura 2. Lesões herpéticas causadas herpes simplex virus tipo 1 (A) e pelo  herpes simplex virus tipo 2 
(B). FONTE: (clinicaciso.no.comunidades.net, 2013). 
 
 

O diagnóstico pode ser confirmado através do isolamento viral em cultura de 

células ou detecção do seu DNA por PCR. As amostras devem ser coletadas de 
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vesículas e lesões  presentes na pele, armazenadas corretamente e encaminhadas para 

análise laboratorial. O diagnóstico sorológico da infecção por HSV ajuda somente para 

determinar se houve uma prévia exposição ao vírus (Lakeman e Whitley, 1995). 

Não existe cura para a infecção herpética e poucos tratamentos reduzem os 

sintomas da manifestação clínica. Agentes antivirais, como o tradicional aciclovir e 

derivados, são normalmente usados no tratamento do HSV. Estes antivirais orais 

penetram nas células infectadas e agem como análogos de nucleosídeos; eles se ligam e 

são fosforilados pela timidina quinase viral. Por consequência, os antivirais são 

fosforilados novamente pelas enzimas celulares e começam a competir com os 

nucleosídeos para se ligar a enzima DNA polimerase viral, assim inativando-a de forma 

a reduzir a replicação do vírus. O aciclovir, por sua vez, é um análogo acíclico de 

guanosina que atua na inibição da enzima viral DNA polimerase, tornando-se um 

inibidor competitivo da ligação da enzima com a guanosina trifosfato. Contudo, a 

principal limitação do uso deste medicamento é a sua baixa biodisponibilidade (15-

20%) sendo necessário a administração de várias doses diárias, normalmente 5 vezes ao 

dia (McKendrick e cols., 1986; Nolkemper e cols., 2010), além do aparecimento de  

efeitos adversos, tais  como  dor de cabeça, náuseas, diarréia, toxicidade renal e também 

o desenvolvimento de resistência ao tratamento devido a mutações no DNA viral, as 

quais podem desencadear  ausência da timidina quinase ou também a síntese alterada da 

enzima DNA polimerase (Biswas e Field, 2008; Ferrán e Pujol, 2006).    

O medicamento Foscarnet® (ácido fosfonofórmico trissódico) é uma alternativa 

no caso dos HSV resistentes ao aciclovir, sendo eficaz na destruição dos vírus 

desprovidos da timidina quinase. O foscarnet deve ser utilizado 10 dias após o 

tratamento ineficiente com aciclovir e mantido até a cura clínica. Porém, é ineficaz para 

o HSV portador da DNA polimerase, responsável por cerca de 10% das resistências 

comprovadas ao aciclovir (Biswas e Field, 2008). 

Há relatos de que durante as recorrências das infecções tanto o tratamento com 

aciclovir administrado via oral e o intravenoso não conseguem reduzir a frequência 

destes episódios. Já as recorrências das infecções geradas por HSV-2, o tratamento por 

via oral diminui o tempo de transmissão e de recuperação quando iniciado dentro de 

24h, porém não exerce efeito sobre os próximos episódios recorrentes (Whitley e 

Roizman, 2001).          

 Alguns estudos demonstram que ambos os vírus da herpes (HSV-1 e HSV-2) 

podem induzir a produção de mediadores pró-inflamatórios, recrutamento e ativação de 
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macrófagos e neutrófilos e ainda, induzir uma rápida produção de espécies reativas de 

oxigênio (ERO), de forma a combater os patógenos invasores responsáveis pelo 

desenvolvimento das lesões (Schachtele e cols., 2010).  

O equilíbrio oxidativo de uma célula é mantido através de um complexo sistema 

antioxidante (Arrigo, 2001). Quando este sistema é sobrecarregado, as espécies reativas 

de oxigênio (ERO) e de nitrogênio (ERN) se acumulam constituindo um meio altamente 

oxidante e conduzem assim ao dano celular. De fato  a regulação deste estado redox é 

extremamente importante para o bom funcionamento da célula, inclusive suas funções 

metabólicas. As ERO podem derivar especies pro-oxidantes que são subdivididas em 

dois grupos:  radicais e não radicais. O grupo radical inclue componentes como o 

radical hidroxil (OH), o óxido nítrico (NO), o superóxido (O2), o peroxil (ROO) e 

alkoxil (RO) e o oxigênio singlet (O). O grupo não radical inclue uma variadade de 

substâncias, algumas extremamente reativas. Alguns deles são o ácido hipocloroso 

(HClO), peróxido de hidrogênio (H2O2), peróxidos orgânicos, e o peroxinitrito 

(ONOO) (Burch e Heintz, 2005; Davies, 1999). Em baixas concentrações as espécies 

reativas participam de processos celulares normalmente como por exemplo na 

transdução de sinais, proliferação e diferenciação celular, apoptose e na resposta imune. 

Uma superprodução  destas espécies  ou um sistema antioxidante deficiente pode 

resultar um processo de estresse oxidativo  que   pode acarretar um metabolismo celular 

alterado, transdução de sinais irregulares e mudanças funcionais entre as células e 

tecidos (Arrigo e cols., 2005).  

A entrada e subsequente replicação viral nas células eucarióticas pode 

desencadear rotas de estresse, incluindo as de produção de radicais livres (Schwarz, 

1996). Infecções como o HSV-1 ou citomegalovírus humano (HCMV) podem gerar o 

acúmulo de ERO e ERN in vitro (Kavouras e cols., 2007; Weiss, 2004). Estudos 

demonstram que o vírus do herpes ativa metabolicamente sua célula hospedeira logo na 

fase inicial da infecção e que o estresse oxidativo gerado pode desencadear um evento 

inflamatório (Albrecht e cols., 1992).       

 Como já citado, ao invadir uma célula hospedeira o vírus influencia processos 

celulares ativando tanto cascatas oxidativas, inflamatórias e imunológicas, as quais 

podem estar direta ou indiretamente correlacionadas.  Durante a resposta imunológica 

inata ocorrem três etapas: 1) a secreção de proteínas como as do complemento e as 

defensinas; 2) rápida resposta inicial das células epitelias e dentríticas induzidas pelo 

vírus, caracterizada predominantemente pela produção de interferon; e 3) recrutamento 
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de células de defesa como neutrófilos, macrófagos e natural killer (NK). Modelos de 

infecção in vitro têm explorado quais respostas celulares podem ser limitantes no ciclo 

de replicação viral e de que forma elas podem propagar o vírus uma vez que o mesmo 

se estabelece. Respostas que podem incluir: produção de interferon tipo 1, os quais são 

gerados nas primeiras horas após a infecção; neutrófilos, os quais se acumulam na 

mucosa dentro de 24h após a infecção genital e secretam uma grande quantidade do 

fator de necrose tumoral α (TNF- α); macrófagos, os quais são responsáveis pela 

fagocitose; células NK, que são recrutadas ao local da infecção, produzem interferon 

(IFN) e participa diretamente na lise da célula infectada; e as células dentríticas, que 

vinculam a reposta imune inata e adaptativa (Duerst e Morrison, 2003; Zhao e cols., 

2003). 

Outras pesquisas demonstram que culturas celulares de microglia reconhecem o 

vírus através de receptores TLR2 (Toll-like receptor 2) e assim desencadeiam uma 

resposta inflamatória incluindo a produção de citocinas, quimiocinas e indução de 

apoptose (Aravalli e cols., 2008; Aravalli e cols., 2006; Aravalli e cols., 2005). Em 

outros estudos com cultura de células, a ativação dos receptores TLR também estão 

relacionadas a geração de ERO (Lee e cols., 2004; Yang e cols., 2008).    

Dessa forma, o estudo de novos compostos para o tratamento de lesões 

herpéticas torna-se relevante. Um composto natural vem ganhando destaque pela sua 

gama de atividades frente a diversas doenças, o própolis. O própolis é uma substância 

resinosa, coletada pelas abelhas Apis mellifera, de diversas partes da planta como botões 

florais, broto e exsudatos resinosos. Semelhante a uma cera, é um produto das glândulas 

das abelhas composto de hidrocarbonetos, ésteres de ácidos graxos e álcoois primários 

de cadeia longa (Negri e cols., 1998; Negri e cols., 2000). Sua composição química é 

bastante variada e complexa dependendo da região de origem e pelas diferenças 

genéticas das abelhas responsáveis por sua coleta. Estas variações acarretam mudanças 

em suas propriedades farmacológicas, que tendem a serem maiores em regiões tropicais 

devido à riqueza vegetal existente, e menor em regiões temperadas. Sua coloração 

também é dependente de sua procedência, podendo variar de marrom escuro a um 

marrom vermelho, passando por uma tonalidade esverdeada e o odor característico varia 

de uma amostra para outra, sendo que algumas podem não apresentá-lo (Bankova e 

cols., 1995) (Figura 3). 
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Figura 3. Própolis marrom. Fonte: Arquivo pessoal. 

 

Geralmente possui 50-60% de resinas e bálsamos, 30-40% de ceras, 5-10% de 

óleos essenciais, 5% de grãos de pólen, além de micro elementos como cálcio, alumínio, 

estrôncio, cobre, ferro, manganês e vitaminas em pequena quantidade. É importante 

destacar que a maior parte dos efeitos do própolis deve-se à presença de flavonóides, os 

quais realizam funções como a catálise dos transportes de elétrons, varredura de radicais 

livres, afinidade com polímeros biológicos, inibição de vários sistemas enzimáticos que 

podem trazer patologias e efeito antioxidante intra-hepático (Marcucci, 1995). Outros 

constituintes relevantes são os ácidos fenilpropanóide e seus ésteres, por exemplo, o 

ácido caféico fenetil éster (CAPE) (Rossi e cols., 2002). 

Dentre suas atividades biológicas destaca-se ação antioxidante (Ahn e cols., 

2004), antibacteriana (Kujumgiev e cols., 1999), antiinflamatória (Wang e cols., 1993), 

neuroprotetora (Nakajima e cols., 2007), antitumoral (Kimoto e cols., 2001), 

imunomoduladora (Park e cols., 2004) e antiviral (Amoros e cols., 1994). A atividade 

antiviral ocorre especialmente contra a influenza (Serkedjieva e cols., 1992), vírus da 

imunodeficiência humana (HIV) (Ito e cols., 2001), adenovírus (Amoros e cols., 1992), 

infecções do trato respiratório (Cohen e cols., 2004), herpes simplex vírus tipo1 (HSV-

1) e tipo 2 (HSV-2 ) (Vynograd e cols., 2000). Alguns estudos in vitro sugerem que o 

própolis pode inibir a replicação viral aderindo-se nas membranas das células 

hospedeiras de forma a bloquear a penetração das partículas virais para dentro da célula 

induzindo mudanças no seu interior de forma a combater o ciclo viral (Huleihel e Isanu, 

2002). Desta forma, o modelo de infecção genital em camundongos Balb/c suscetíveis 

ao HSV-2 assemelha-se ao quadro de infecção genital que acomete os humanos e 
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portanto nos permite estudar e avaliar o potencial de  ação de várias substâncias, como o 

própolis e o posterior desenvolvimento desta manifestação clínica. 

De acordo com o aumento da resistência ao tratamento de infecções causadas 

pelo HSV e a importância do estudo de novas estratégias terapêuticas que possam 

contribuir para a melhora deste quadro, e considerando ainda que o própolis é um 

composto natural de fácil obtenção, de fácil acesso econômico e eficiente no tratamento 

de vários tipos de enfermidades, este trabalho investiga os possíveis efeitos protetores 

do própolis sobre as lesões vaginais agudas ocasionadas pelo por HSV-2 em 

camundongos BALB/c. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Avaliar se o extrato hidroalcoólico de própolis marrom (EHP) é efetivo sobre 

lesões vaginais agudas causadas por HSV-2 em camundongos BALB/c. 

 

 

2.1.1 Objetivos específicos 

 

 Em um modelo de infecção viral causada pelo HSV-2 em camundongos 

fêmeas BALB/c foi avaliado:  

� Efeito do tratamento com EHP (50mg/kg, via oral) nas lesões vaginais externas e 

nas alterações histológicas e celulares; 

� Efeito do tratamento com EHP (50mg/kg, via oral) nas alterações hematológicas; 

� Efeito antioxidante do EHP (50mg/kg, via oral) através da análise das atividades das 

enzimas superóxido dismutase, catalase e análise do conteúdo de acido ascórbico, 

tióis não protéicos e espécies reativas; 

� Efeito antiinflamatório do EHP (50mg/kg, via oral) através da análise da atividade 

enzimática da mieloperoxidase. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 20

3 RESULTADOS 

 

 

Os resultados que fazem parte dessa dissertação estão apresentados na forma de 

um artigo científico. Os itens Materiais e Métodos, Resultados, Discussão e Referências 

Bibliográficas do artigo estão dispostos de acordo com a recomendação do periódico 

científico no qual foi publicado. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 21

3.1 Artigo  

 

Efeito protetor do própolis marrom brasileiro contra lesões vaginais agudas 

causadas pelo herpes simplex vírus tipo 2 em camundongos: envolvimento de 

mecanismos antioxidante e anti-inflamatório. 

 

 

 

Protective effect of brown Brazilian propolis against acute vaginal lesions caused 

by herpes simplex virus type 2 in mice: involvement of antioxidant and anti-

inflammatory mechanisms 

 

Gláubia Sartori, Ana Paula Pesarico, Simone Pinton, Fernando Dobrachinski, Silvane Souza 
Roman, Fernanda Pauletto, Luiz Carlos Rodrigues Junior e Marina Prigol 
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4 CONCLUSÃO 
 
 
              Os resultados apresentados nesta dissertação permitem concluir que o EHP 

apresenta ação protetora através de uma combinação de efeitos como a redução da 

inflamação e do estresse oxidativo no local da infecção por HSV-2, revelando assim 

propriedades antiinflamatória e antioxidante. Desta forma, considerando o aumento da 

resistência de drogas frente ao tratamento de infecções causadas por HSV-2, o estudo de 

novas terapias como o uso do própolis torna-se indispensável  já que pode contribuir de 

alguma forma na prevenção desta patologia. 
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5 PERSPECTIVAS 

 

 

 Tendo em vista os resultados obtidos com esse trabalho, as perspectivas para 

trabalhos posteriores são: 

� Identificar os principais constituintes do EHP; 

� Avaliar o efeito antiviral do EHP; 

� Avaliar o efeito imunomodulador do EHP; 

� Avaliar quais os mecanismos que podem estar envolvidos no efeito do EHP; 

� Testar outros compostos com este modelo de infecção. 
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