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RESUMO 

O envelhecimento da população é um dos maiores triunfos da humanidade e 
também um dos grandes desafios. No entanto, o crescimento da expectativa de vida 
da população tem levado a um aumento na incidência de doenças características do 
envelhecimento e tem proporcionado um interesse, cada vez maior, em estudos que 
visam novas estratégias para a prevenção e cura destas patologias. Várias 
evidências têm demonstrado que alterações mitocondriais e elevados níveis de 
estresse oxidativo estão fortemente associados ao desenvolvimento de muitas 
doenças típicas do envelhecimento como a doença de Huntington (DH). Vários 
modelos animais vêm sendo utilizados para estudar as características 
neuropatológicas e bioquímicas dessas doenças e determinar novas abordagens 
terapêuticas. O ácido 3-nitropropiônico (3-NP) é uma neurotoxina que inibe a enzima 
succinato desidrogenase, que está presente no ciclo de Krebs e no complexo II da 
cadeia respiratória mitocondrial. Sua inibição leva a um déficit energético, alteração 
na homeostase do cálcio, estresse oxidativo e morte celular, mimetizando muitos 
dos sintomas motores, cognitivos e psiquiátricos da doença de Huntington. 
Atualmente, não há nenhum tratamento que possa impedir, retardar ou inverter a 
progressão da DH, e compostos naturais com atividade antioxidante têm 
demonstrado efeito neuroprotetor. O eugenol, dentre suas diversas atividades, 
apresenta ação antioxidante e diante disso pode ter um efeito neuroprotetor frente a 
DH. Então, objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade neuroprotetora do 
eugenol sobre parâmetros comportamentais e bioquímicos induzidos pela 
administração intraperitoneal de 3-NP. Avaliações comportamentais foram 
realizadas utilizando os modelos de campo aberto, rotarod e labirinto em cruz 
elevado. Foi avaliada também a atividade antioxidante in vitro do eugenol através do 
método de captura do radical livre DPPH˙; a atividade antioxidante in vivo, por meio 
da determinação da peroxidação lipídica (TBARS) e sua toxicidade aguda. A 
administração intraperitoneal de 3-NP (20 mg/kg por 7 dias) causou significativa 
perda de peso corporal, déficit motor e perda de retenção de memória quando 
comparado aos animais controle. Análises bioquímicas revelaram significativo 
aumento na peroxidação lipídica nas regiões cerebrais analisadas (substância 
negra, estriado e córtex). O tratamento diário com eugenol, por vial oral, durante os 
7 dias em que o 3-NP foi administrado, melhorou significativamente o peso corporal, 
o desempenho motor e cognitivo quando comparado ao grupo 3-NP. Além disso, o 
tratamento com eugenol atenuou a peroxidação lipídica. Foi observado que o 
eugenol apresenta boa atividade antioxidante in vitro (IC50 = 33,12 µg/ml) em 
comparação com o padrão ácido ascórbico (IC50 = 3,676 µg/mL). A dose letal mínima 
do eugenol foi superior a 2g/kg. Estes resultados sugerem que o eugenol tem efeito 
neuroprotetor contra degeneração induzida pela neurotoxina 3-NP, provavelmente 
por ser um composto fenólico e possuir atividade antioxidante, sendo assim, um 
possível agente terapêutico para a DH. 
 
 
Palavras-chave: Doença de Huntington. Ácido 3-nitropropiônico. Estresse oxidativo. 
Eugenol. 
  



 
 

ABSTRACT 

The aging of the population is one of the greatest triumphs of humanity and also one 
of the major challenges. However, the increase in life expectancy of the population 
has led to an increase in the incidence of diseases characteristics, and this has 
provided an increasing interest in studies aiming new strategies for prevention and 
cure of such pathologies. Several lines of evidence have shown that mitochondrial 
alterations and high oxidative stress levels are strongly associated to the 
development of many typical diseases of aging and Huntington's disease (HD). 
Several animal models have been used to study the neuropathological and 
biochemical characteristics of these diseases and to determine new therapeutic 
approaches. 3-nitropropionic acid (3-NP) is a neurotoxin that inhibits the enzyme 
succinate dehydrogenase, which is present in the Krebs cycle and in complex II of 
the mitochondrial respiratory chain. Its inhibition leads to an energy deficit, alteration 
in calcium homeostasis, oxidative stress and cell death, mimicking many of motor, 
cognitive and psychiatric symptoms of Huntington's disease. Currently, there is no 
treatment that can prevent, slow or reverse the progression of HD, and natural 
compounds with antioxidant activity have shown neuroprotective effect. The eugenol, 
among its various activities, displays antioxidant and before it can have a 
neuroprotective effect against DH. So the objective of this study was to evaluate the 
neuroprotective activity of eugenol on behavioral and biochemical parameters 
induced by intraperitoneal administration of 3-NP. Behavioral assessments were 
conducted by using open field, rotarod and elevated plus maze models. It was also 
evaluated in vitro antioxidant activity of eugenol by the method of free radical DPPH˙ 
capture; antioxidant activity in vivo by the determination of lipid peroxidation (TBARS) 
and its acute toxicity. Intraperitoneal administration of 3-NP (20 mg/kg for 7 days) 
caused significant body weight loss, motor impairment and loss of memory retention 
when compared to control animals. Biochemical analysis revealed a significant 
increase in lipid peroxidation in brain regions analyzed (substantia nigra, striatum and 
cortex). Daily treatment with eugenol orally for 7 days in the 3-NP was administered, 
significantly improved the body weight, motor and cognitive performance when 
compared to group 3-NP. Furthermore, the treatment with eugenol attenuated lipid 
peroxidation. It was observed that eugenol exhibits good in vitro antioxidant activity 
(IC50 = 33.12 µg/ml) in comparison with the ascorbic acid standard (IC50 = 3.676 
µg/mL). The minimum lethal dose of eugenol was higher than 2g/kg. These results 
suggest that the eugenol has neuroprotective effect against the degeneration 
induced by the neurotoxin 3-NP, probably because it is a phenolic compound having 
antioxidant activity and, thus, a possible therapeutic agent for HD. 
 
 
Keywords: Huntington's disease. 3-nitropropionic acid. Oxidative stress. Eugenol. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O envelhecimento da população é um dos maiores triunfos da humanidade e 

também um dos grandes desafios. O prolongamento da vida, decorrente do declínio 

da mortalidade, associado ao aumento do percentual de pessoas que atingem 

idades avançadas, provocam uma alteração radical no perfil de mortalidade e 

morbidade de uma população (CAMARGOS E ALVES, 2004). Desse modo, doenças 

que acometiam mais a população infantil, como as infecciosas e parasitárias, apesar 

de persistirem, vão dando espaço também a doenças crônico-degenerativas mais 

incidentes na população ativa e idosa (LIMA-COSTA e VERAS, 2003). Dentre as 

doenças degenerativas, temos as doenças neurodegenerativas que são 

caracterizadas por uma perda neuronal no sistema nervoso central (SNC), 

conduzindo a uma disfunção cognitiva progressiva, distúrbios do movimento, e 

distúrbios psiquiátricos. Como exemplos, podemos citar as doenças de Parkinson, 

Alzheimer e Huntington. 

Embora o envelhecimento da população seja uma aspiração natural de 

qualquer sociedade, isso não basta por si só. Viver mais é importante desde que se 

consiga agregar qualidade aos anos adicionais de vida. Por isso, são necessários 

investimentos no desenvolvimento de agentes que melhorem a qualidade de vida da 

população, que curem ou impeçam, de forma efetiva, a progressão dessas doenças 

crônicas degenerativas. 

A doença de Huntington (DH) ou coreia de Huntington é uma doença 

neurodegenerativa autossômica dominante caracterizada por disfunções motoras, 

distúrbios psiquiátricos e declínio intelectual (BANO et al, 2011). Está relacionada a 

uma mutação no gene que codifica a proteína huntintina (htt), localizado no braço 

curto do cromossomo 4 (CARDOSO, 2009). 

De acordo com estudos, realizados em modelos celulares e animais, muitas 

hipóteses têm sido apresentadas para elucidar os mecanismos envolvidos na 

patogênese da DH, dentre elas: excitotoxicidade (ZERON et al, 2002, 2004; TANG 

et al., 2005; SHEHADEH et al., 2006; FERNANDES et al., 2007), toxicidade 

dopaminérgica (GIL E REGO, 2008), estresse oxidativo e disfunção mitocondrial 

(TABRIZI et al., 2000; OLIVEIRA, 2010), alterações no transporte axonal (PINEDA et 
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al., 2005), desregulação transcricional (THOMAS et al., 2008; QUINTI et al., 2010; 

MIELCAREK, et al., 2011; MOUMNE, et al., 2012) e perda do fator neurotrófico 

derivado do cérebro - BDNF (ZUCCATO et al., 2001; ZUCCATO et al., 2005). Muitos 

desses mecanismos podem desenvolver-se lentamente ao longo do tempo, 

tornando-se cada vez mais pronunciados nos últimos estágios da doença.  

A disfunção mitocondrial é um dos principais contribuintes para o estresse 

oxidativo, que, juntamente com a ativação excitotóxica da óxido nítrico sintase 

(NOS) e do metabolismo da dopamina, podem conduzir a um aumento dos níveis 

tóxicos de espécies reativas do oxigênio (EROs) que desempenham um papel 

crucial no processo neurodegenerativo da DH. Altos níveis de EROs podem 

promover cascatas intracelulares de estresse oxidativo, por oxidação de proteínas e 

do DNA e desencadear a peroxidação lipídica (GIL E REGO, 2008). 

A compreensão do mecanismo patogênico, bem como a investigação de 

possíveis abordagens terapêuticas a serem testadas em modelos experimentais da 

DH são de fundamental interesse. Toxinas e modelos genéticos utilizando animais, 

que mimetizam de perto os sintomas neurobiológicos e clínicos desta doença podem 

proporcionar uma abordagem alternativa para o estudo da patogênese molecular e o 

desenvolvimento de tratamentos e estratégias terapêuticas para a DH (FERRANTE, 

2009). Dentre os diversos modelos experimentais já descritos, sabe-se que a 

administração do ácido 3-nitropropiônico (3-NP) constitui um modelo adequado para 

a doença de Huntington, por provocar degeneração neuronal e alterações 

comportamentais semelhantes aquelas observada nos pacientes com DH (BEAL et 

al., 1993; BROUILLET et al., 1998; TUNEZ et al., 2010; ROSSIGNOL et al., 2011). 

Atualmente, não há nenhum tratamento que possa impedir, retardar ou 

inverter a progressão da DH. Há, no entanto, fármacos que podem melhorar os 

sintomas da doença, ou seja, eles não impedem a degeneração neural, apenas 

retardam a sua evolução (HALLIWELL, 2006). E as substâncias naturais ou 

sintéticas que atuam protegendo as células desse evento são fortes candidatas aos 

estudos que visam desenvolver novas abordagens terapêuticas de neuroproteção, 

em busca da cura e/ou da prevenção. 

Há muito que as civilizações utilizam os recursos da natureza como matéria-

prima na obtenção de cura ou alívio de diversas doenças. O conhecimento e o uso 

empírico das plantas medicinais pela população em virtude de seus efeitos 
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terapêuticos vêm sendo acumulados durante séculos e, em muitas comunidades e 

grupos étnicos, ainda é considerado como único recurso terapêutico (DI STASI, 

1996). 

Inúmeras substâncias químicas obtidas de plantas e microorganismos têm 

proporcionado à indústria farmacêutica uma das mais importantes fontes de 

componentes para a pesquisa de novos medicamentos, sendo que, nas últimas 

décadas, houve um grande incentivo às pesquisas que têm como objetivo identificar 

produtos naturais com propriedades terapêuticas (SILVA JÚNIOR, 1997). 

O efeito benéfico neuroprotetor de compostos naturais antioxidantes tem sido 

amplamente comprovado in vitro. No entanto, estudos clínicos têm apresentado 

resultados controversos (DAJAS et al., 2003). Por um lado, estes resultados podem 

estar relacionados ao caráter multifatorial das doenças neurodegenerativas, o que 

demanda diversos níveis de proteção. Por outro lado, estariam relacionados à 

capacidade dos compostos antioxidantes de cruzar ou não a barreira 

hematoencefálica em quantidades suficientes para proteger o SNC (BIANCHI E 

ANTUNES, 1999; DAJAS et al., 2003; MANDEL E YUODIM, 2004). 

Consequentemente, há um crescente interesse em desenvolver novas estratégias 

terapêuticas e dietas, enfocando a ingestão combinada de antioxidantes de diversas 

naturezas, que possam atuar sinergicamente para combater o estresse oxidativo 

induzido no SNC e, desta forma, exercer um efeito neuroprotetor protegendo de 

diversas doenças neurodegenerativas, como doenças de Alzheimer, Parkinson e 

Huntington. 

Na literatura, são descritas diversas propriedades medicinais do eugenol, 

incluindo sua ação antioxidante, o que poderia contribuir frente a doença de 

Huntington. Então, neste trabalho foi avaliado o efeito neuroprotetor do eugenol (4-

alil-2-metoxifenol), um composto fenólico que ocorre no cravo, manjericão, canela e 

noz-moscada. Este estudo avaliou a atividade do eugenol sobre parâmetros 

neurocomportamental e bioquímico em modelo animal da DH, utilizando o ácido 3-

nitropropiônico como neurotoxina. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

2.1 Doença de Huntington 

 

 

2.1.1 Características Gerais 

 

 

A doença de Huntington (DH), também conhecida como Coréia de 

Huntington, é uma doença neurodegenerativa autossômica dominante, ou seja, se o 

pai ou a mãe possuir uma cópia mutante, os filhos têm uma chance de 50% de 

herdar o gene mutante (Figura 1). Caracteriza-se por uma disfunção motora 

progressiva, declínio cognitivo, demência e perda de peso, sendo a manifestação 

neurológica mais marcante a ocorrência de movimentos coreicos (HADDAD E 

CUMMINGS, 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 - Representação da natureza autossômica dominante da Doença de 
Huntington 

Fonte: http://www.bbc.co.uk/schools/gcsebitesize/science/add_aqa_pre_2011/celldivision/inheritance3.shtml 

 

A DH ocorre em todo o mundo, em todas as raças e grupos étnicos, e da 

mesma forma em ambos os sexos (KREMER et al., 1994). A idade média de início é 

37 anos de idade, mas pode abranger desde a infância até a nona década de vida 

(HERSCH E ROSAS, 2008). A doença progride ao longo do tempo, tornando-se fatal 

entre 15 a 20 anos após o aparecimento dos primeiros sintomas. (HO et al., 2001; 

ROSS E TABRIZI, 2011). 
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2.1.2 Aspectos Históricos 

 

 

A DH foi primeiramente descrita pelo médico norte americano George 

Huntington, em 1872, que identificou as características clínicas da doença e o 

padrão de transmissão familiar (BATES, 2005). Antes disso, não se fazia 

diferenciação entre esta e outras condições que apresentavam a coreia (dança) 

como manifestação (AZAMBUJA, 2006). 

Os primeiros pacientes que exibiram a dança (coreia) como movimentos 

característicos podem ser rastreados em 1237, em Erfurt, na Alemanha. Grandes 

epidemias foram posteriormente documentadas (1374 e 1518) em toda a Europa 

(PARK E PARK, 1990). 

No século XIV existem relatos de uma epidemia que ficou conhecida como “A 

mania Dançante” ou coreomania caracterizada por excitação e grande atividade. 

Esta manisfestação iniciou-se na França, mas logo atingiu a Alemanha e 

posteriomente Estrasburgo, onde recebeu a denominação de Dança ou Coréia de 

São Vito, um mártir cristão invocado para proteger os sofredores desse mal. Esta 

doença atingiu outros países da Europa e recebeu diversos nomes e explicações, 

mas atualmente considera-se que a coreomania não tivesse base orgânica, mas 

fosse uma manifestação psicológica ou de superstição. No entanto, é possível que 

entre esses casos já houvesse manifestações da coreia verdadeira, de etiologias 

variadas, inclusive a hereditária (BRUYN, 1968). 

No século XVI, a “mania dançante” passou a ser denominada coréia, por 

Paracelsus, que também foi um dos primeiros a reconhecer que a mesma poderia 

ter diferentes etiologias (HAYDEN, 1981). 

Sydenham, no capítulo XVI, “sobre a dança de São Vito”, de seu último livro, 

Schedula Monitoria de Novae Febris Ingressa (1686), usou o termo “coreia de São 

Vito” como um transtorno específico de movimento, em sua descrição de coreia 

aguda na criança. A descrição da coreia na criança foi reconhecida nos séculos XIX 

e XX como uma manifestação de febre reumática (JUMANI E OKUN, 2001; PARK E 

PARK, 1990). 

Em 1841, Charles Waters, enviou uma carta ao seu professor de medicina, 

Dr. Robley Dunglison, descrevendo um distúrbio, “que é marcadamente hereditário, 
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muito raramente faz a sua aparição antes da vida adulta, cujos distúrbios de 

movimento desapareciam durante o sono, evoluindo de forma incidiosa para um 

quadro demencial e que não cessa enquanto durar a vida" (WATERS, 1842). 

Johan Christian Lund, médico norueguês, fez uma completa descrição da 

coréia hereditária em seu relatório médico de 1860: esta “doença crônica, 

progressiva, hereditária que afeta adultos... caracteriza-se por movimentos coreicos 

e pode resultar em demência” (LUND, 1860). 

Irving W. Lyon, médico do Hospital Bellevue, em Nova York, publicou um 

artigo intitulado “Chronic Inherited Chorea” na revista American Medical Times em 19 

de dezembro de 1863. Ele enfatizou a natureza hereditária desses movimentos 

anormais, mas não conseguiu documentar a demência (LYON, 1863). 

Waters e Lund descreveram as caractéristicas principais da coreia hereditária, 

no entanto os artigos foram publicados em lugares inacessíveis: o de Waters em um 

livro de medicina e o de Lund, em um relatório de saúde e condições médicas da 

Noruega. 

George Huntington tinha apenas oito anos de idade, acompanhava seu pai e 

seu avô em suas rondas médicas em Long Island, Nova York, quando viu pela 

primeira vez pacientes com coreia hereditária. Mais tarde, com 21 anos de idade, 

depois de se formar na Universidade de Columbia, começou a estudar as anotações 

de seu pai, sobre pacientes “com o transtorno”. Mudou-se para Pomeroy, Ohio, onde 

apresentou seu trabalho inédito no Meigs and Mason Academy of Medicine, em 

Middleport, Ohio, em fevereiro de 1872. Foi bem recebido e apresentou o artigo “On 

Chorea” para os editores do Medical and Surgical Reporter of Philadelphia onde foi 

publicado em 13 de abril de 1872 (Figura 2). Esta foi à única contribuição de George 

Huntington para a literatura. Ele concluiu, em seu artigo: “três peculiaridades 

marcantes da doença”: (1) sua natureza hereditária, (2) a tendência à loucura e ao 

suicídio, e (3) a sua manifestação como uma grave doença na vida adulta. A partir 

desta descrição seu nome foi associado à doença em todo mundo (HAYDEN, 1983). 
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Figura 2 - George Huntington e a primeira página do artigo “On Chorea” 
Fonte: BATES, 2005 

 

 

2.1.3 Manifestações Clínicas 

 

 

A doença de Huntington está associada a alterações cognitivas e 

comportamentais, além dos transtornos de movimento. As características clínicas 

incluem: disfunção motora progressiva (coreia), declínio cognitivo, e distúrbios 

psiquiátricos (ROSS et al., 1997; WALKER, 2007). 

Tem início insidioso e os primeiros sinais da patologia são sutis. Na fase 

inicial da doença, os pacientes apresentam alterações moderadas na personalidade, 

cognição e controle motor (WALKER, 2007). 

As alterações motoras, associadas à perda de coordenação dos movimentos 

voluntários, progridem de forma lenta. Os movimentos involuntários dos músculos 

(especialmente membros superiores, inferiores e de face) tornam-se mais graves e 

os pacientes perdem gradualmente a capacidade de movimento, fala e deglutição 

em fases mais avançadas da doença. Os estados mais avançados da doença são 

também caracterizados por bradicinesia (lentidão anormal dos movimentos 

voluntários) e rigidez severa (THOMPSON et al., 1988; GARCIA RUIZ et al., 2000; 

ROOS, 2010). 



Nóbrega, R. F. Estudo do efeito neuroprotetor do eugenol em modelo experimental da Doença de Huntington 

 

23 
 

Além das alterações motoras, as funções cognitivas são também afetadas 

nos pacientes com DH (GIL-MOHAPEL E REGO, 2011). A disfunção cognitiva 

muitas vezes poupa a memória de longo prazo, mas prejudica as funções 

executivas, tais como organização, planejamento, dificuldade em aprender novas 

informações e recuperação de informações previamente aprendidas. Em alguns 

casos, esses declínios da capacidade intelectual e de memória podem ser 

detectados décadas antes do aparecimento dos sintomas motores (GIL-MOHAPEL 

E REGO, 2011) e tendem a piorar ao longo do tempo, os doentes em fase tardia 

podem apresentar quadro de demência severa (FOLSTEIN et al., 1983). 

Sintomas psiquiátricos, como mudança de personalidade, irritabilidade, 

apatia, instabilidade emocional e agressividade, são frequentes. A depressão é 

típica e o suicídio é estimado em aproximadamente cinco a dez vezes mais do que a 

população em geral (LACCONE et al., 1999). 

Nos pacientes com formas juvenis da DH (início da doença antes dos 20 anos 

de idade) a sintomatologia é consideravelmente diferente, sendo caracterizada por 

bradicinesia, tremores, rigidez e distonia, e a coreia pode mesmo estar ausente. As 

crianças afetadas pela DH podem também sofrer ataques epilépticos e as psicoses 

são bastante típicas (VAN DIJK et al., 1986). 

São observados também sintomas metabólicos como perda de peso, 

disfunção endócrina e distúrbio do sono (NOVAK E TABRIZI, 2010). A maioria dos 

pacientes sofre de caquexia (estado patológico caracterizado por extrema magreza 

e mal estar geral grave), com emaciação (emagrecimento muito acentuado), que 

surgem de forma inexplicável (DJOUSSE et al., 2002). 

À medida que os déficits motores e cognitivos se tornam graves, os pacientes 

morrem, geralmente devido a complicações respiratórias e/ou cardiovasculares, 

quedas, inanição ou disfagia (dificuldade em engolir alimentos) (WALKER, 2007). 

 

 

2.1.4 Etiologia 

 

 

A DH está associada a uma expansão instável de repetições do trinucleotídeo 

CAG – citosina, adenina, guanina - no gene IT-15 (Interesting Transcript 15) no 
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cromossomo 4 que codifica a proteína huntingtina (htt). O gene IT-15 compreende 

67 exons (regiões codificadoras) e é no exon 1 que ocorre a expansão CAG. Em 

média, indivíduos normais apresentam 26 repetições CAG. Já em pacientes 

afetados pela DH, já foram descritos mais de 40 repetições desse trinucleótideo 

(THE HUNTINGTON’S DISEASE COLLABORATIVE RESEARCH, 1993). 

Quando há 40 ou mais repetições, o gene tem penetrância completa e os 

portadores certamente manifestarão a doença durante a vida. Entre 36-39 

repetições, a penetrância é incompleta e há instabilidade meiótica, significando que 

o indivíduo pode desenvolver a DH (especialmente se tiver uma vida longa) e pode 

ou não passar esta repetição expandida a seus filhos. Entre 27 a 35 repetições o 

indivíduo não vai desenvolver a doença, mas pode passar uma repetição expandida 

a seus filhos (THE AMERICAN COLLEGE OF MEDICAL GENETICS/ AMERICAN 

SOCIETY OF HUMAN GENETICS HUNTINGTON DISEASE GENETIC TESTING 

WORKING GROUP – ACMG/ASHG, 1998). 

É importante ressaltar que o aparecimento e a gravidade da patologia estão 

diretamente correlacionados com o número de repetições CAG, embora a 

verdadeira função do trecho trinucleotideo permaneça desconhecida (ANDREW et 

al., 1993; RUBINSZTEIN et al., 1993). Há uma forte relação inversa entre o número 

de repetições CAG e a idade de início dos sintomas. Pacientes com um grande 

número de repetições tendem a desenvolver os sintomas em idade precoce. 

Repetições maiores que 60, por exemplo, são frequentemente associadas com um 

início da doença na infância ou adolescência (DH juvenil) (ANDREW et al., 1993; 

RANEN et al., 1995; BRINKMAN et al., 1997). 

Estudos acerca da estabilidade no número de repetições CAG na DH indicam 

que quando a mãe passa o gene para a criança, há um aumento ou diminuição de 3 

ou 4 repetições. Entretanto, no caso da transmissão paterna, a instabilidade no 

número de repetições é muito maior, sendo que pode haver um aumento marcante 

no número de repetições (SNELL et al., 1993). Isto explica porque na maioria dos 

casos de DH juvenil a herança foi transmitida pelo pai. E também permite 

compreender a origem do aparecimento de mutações espontâneas na DH 

(ANDREW et al., 1993). 

O trinucleotídeo CAG codifica o aminoácido glutamina. No momento da 

transcrição do gene IT15 e da tradução, é originada uma cadeia expandida de 
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glutaminas (poliglutaminas/poliQ) na porção N-terminal originando, então a proteína 

huntingtina mutante (mhtt) (THE HUNTINGTON’S DISEASE COLLABORATIVE 

RESEARCH, 1993). 

A huntingtina é uma proteína de 348 kilodaltons, e está presente no núcleo e 

no citoplasma do corpo celular, dendritos e terminais nervosos dos neurônios 

(DIFIGLIA et al., 1995; LANDLES E BATES, 2004). No citoplasma, onde é 

principalmente encontrada, a huntingtina está associada a organelas como 

mitocôndrias, complexo de Golgi, retículo endoplasmático, vesículas sinápticas e 

diversos componentes do citoesqueleto (HOFFNER et al., 2002). 

Embora a sua função permaneça desconhecida, vários estudos sugerem que 

a huntingtina possa exercer importante papel na sobrevivência celular por controlar 

vias de apoptose, regular o transporte intracelular, o tráfego e a secreção de 

vesículas, mediar processos de endocitose, promover a sinalização celular e 

regulação transcricional (HARJES E WANKER, 2003; LI E LI, 2004). Todas essas 

funções estão relacionadas com a sua capacidade de interação com outras 

proteínas nas células (ZUCCATO et al., 2010). 

Na DH, a mutação no gene da proteína huntingtina é responsável pela 

modificação conformacional da mesma. A proteína mutante pode ser clivada por 

proteases, a fragmentos N-terminais, os quais podem formar agregados protéicos. 

(DIFIGLIA et al., 1997; GAFNI E ELLERBY, 2002; SUN et al., 2002). A presença 

desses agregados em regiões como o estriado (caudado e putâmen) e o córtex 

cerebral é altamente tóxica (KIM et al., 2001) e é responsável por causar disfunção 

neuronal e eventual morte celular em que a deficiência da transcrição, 

excitotoxicidade, dano oxidativo, disfunção mitocondrial, inflamação e apoptose 

estão todos envolvidos (KROBITSCH E KAZANTSEV, 2011). 

Apesar do notável progresso na compreensão dos processos subjacentes a 

patogênese da DH, os mecanismos moleculares pelos quais a huntingtina mutante 

provoca a progressão da doença permanecem incertos. No entanto, evidências, 

através de estudos tanto em modelos animais como em humanos com DH, mostram 

uma ligação entre a disfunção mitocondrial e o estresse oxidativo na fisiopatologia 

da DH (AYALA-PEÑA, 2013). 
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2.1.5 Disfunção mitocondrial e extresse oxidativo 

 

 

A mitocôndria é uma das organelas mais importantes para a sobrevivência 

neuronal. Elas são os principais fornecedores de energia para os neurônios, são 

necessárias para manter o potencial de membrana em repouso e captação e 

liberação de neurotransmissores. Assim, os danos à mitocôndria podem ter graves 

repercussões e a função mitocondrial prejudicada tem sido observada em vários 

modelos da DH (KAPLAN E STOCKWELL, 2012). 

Estudos realizados em pacientes com Huntington e em tecido post-mortem 

destes doentes permitiram evidenciar alterações metabólicas e mitocondriais, como: 

(1) Aumento da concentração de lactato no estriado e córtex cerebral (KOROSHETZ 

et al., 1997); (2) Diminuição no metabolismo da glicose no córtex e no estriado de 

indivíduos assintomáticos e sintomáticos, portadores da mutação para a DH (FEIGIN 

et al., 2001; CIARMIELLO et al., 2006); (3) Reduções nas atividades dos complexos 

II, III e IV da cadeia transportadora de elétrons mitocondrial no estriado e no córtex 

cerebral de indivíduos afetados (BRENNAN et al., 1985; GU et al., 1996; BROWNE 

et al., 1997; TABRIZI et al., 1999). Além disso, uma significativa alteração na 

atividade de algumas enzimas mitocondriais também foi observada: (1) Redução da 

atividade da piruvato desidrogenase, enzima envolvida na conversão do piruvato em 

acetil-CoA usado na fosforilação oxidativa (BUTTERWORTH et al., 1985); (2) 

Diminuição significativa da atividade da enzima aconitase no estriado e córtex 

cerebral, um indicador indireto da formação de EROs (TABRIZI et al., 1999); (3) 

Diminuição da atividade da creatina quinase, uma enzima que catalisa a fosforilação 

da creatina em fosfocreatina para gerar ATP (trifosfato de adenosina), no estriado e 

córtex (ZHANG et al., 2011). Assim, os pontos vistos acima mostram que os 

marcadores do metabolismo energético e a atividade de enzimas metabólicas 

associadas à função mitocondrial e à síntese de ATP estão alterados e prejudicados 

no cérebro de pacientes com DH. 

A principal função da mitocôndria é a geração de ATP pela fosforilação 

oxidativa, o que por sua vez resulta na produção de radicais livres, como sub-

produtos dos processos metabólicos normais (BOVERIS E CHANCE, 1979). 
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Os radicais livres são espécies químicas, altamente instáveis e extremamente 

reativas, que, por terem um número ímpar de elétrons na sua órbita externa, são 

ávidos por interagir com outras substâncias em busca de um elétron para atingir a 

estabilidade. Em sistemas biológicos, a maioria destes radicais são espécies 

reativas do oxigênio (EROs), sendo as mais comuns o radical aniônico superóxido 

(O2
-) e o radical hidroxila (OH-) (FERREIRA E MATSUBARA, 1997). 

As EROs são fundamentais para a sobrevivência dos organismos vivos por 

participarem de processos de defesa. No entanto, seu excesso pode produzir danos 

celulares, tais como a peroxidação dos lipídios de membrana (lipoperoxidação), 

promovendo mudanças na estrutura e permeabilidade, induzindo à morte celular 

(GILGUN-SHERKI et al., 2001) e agressão às proteínas dos tecidos, das 

membranas, às enzimas, carboidratos e DNA (HUSAIN et al., 1987). 

Para proteger-se dos danos produzidos pelo excesso de EROs, as células 

possuem mecanismos enzimáticos de defesa antioxidante como a superóxido 

dismutase, que catalisa a reação de O2
- em H2O2, a catalase e a glutationa 

peroxidase, que catalisam a degradação de H2O2 em H2O. Estes mecanismos são 

capazes de neutralizar os agentes oxidantes e mantê-los em níveis adequados no 

organismo (TRABER, 1997). Quando há um excesso de EROs nas células e, 

consequentemente, um desbalanço dos processos pró-oxidantes e antioxidantes do 

organismo, em favor da atividade pró-oxidante, há um aumento no dano celular que, 

quando não reparado, acaba comprometendo o funcionamento da célula levando a 

morte (SIES, 1993; HALLIWELL, 2001). 

Os efeitos nocivos que as EROs causam às marcomoléculas (proteínas, 

lípidos, polissacáridos e ácidos nucleicos) são denominados de estresse oxidativo. O 

dano oxidativo está bem documentado no plasma de pacientes com DH, em tecido 

cerebral post-mortem, linfoblastos e no líquido cefalorraquidiano (BROWNE E BEAL, 

2006; BROWNE et al., 1999; KLEPAC et al., 2007; SOROLLA et al., 2008; STACK et 

al., 2008; TASSET et al., 2009). 
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2.1.6 Neuropatologia 

 

 

Neuropatologicamente, a DH é caracterizada por disfunção e degeneração de 

áreas específicas nos gânglios basais e no córtex cerebral (REINER et al., 1988; 

STOREY E BEAL, 1993). 

Os gânglios basais constituem um conjunto de estruturas cerebrais 

subcorticais envolvidos em diversos aspectos do controle motor e da cognição 

(GRAYBIEL, 1990; MITCHELL et al., 1999). Nesta região, o processo 

neurodegenerativo se inicia no estriado (VONSATTEL et al., 1985), uma região que 

recebe projeções (aferências) de diversas áreas corticais (MITCHELL et al., 1999), e 

a morte neuronal ocorre principalmente no núcleo caudado e no putâmen (REINER 

et al., 1988; VONSATTEL E DIFIGLIA, 1998). 

Uma escala de avaliação dos diferentes estágios patológicos da DH foi 

desenvolvida por Vonsattel e colaboradores em 1985 e permite determinar a 

severidade da degeneração na doença. Esta escala baseia-se nos padrões de 

degeneração estriatal observados em tecidos post mortem e é classificada em 5 

graus (0 a 4). O grau 0 é praticamente indistinguível de um cérebro normal, apesar 

de uma perda neuronal de 30 a 40% poder estar presente no núcleo caudado. No 

grau 1 são observadas algumas alterações como atrofia, diminuição neuronal e 

astrogliose no núcleo caudado. Já os graus 2 e 3 são caracterizados por progressiva 

e severa atrofia do estriado, e o grau 4 por sua vez, inclui o quadro mais grave de 

atrofia estriatal, com perda neuronal de até 95%. 

Além disso, foi estabelecida uma correlação positiva entre o número de 

repetições CAG e a escala de Vonsattel, onde um maior número de repetições está 

associado a lesões mais pronunciadas no estriado e a um grau mais elevado nesta 

escala (VONSATTEL E DIFIGLIA, 1998). 

Os neurônios mais afetados no estriado são os neurônios espinhosos médios, 

que correspondem a cerca de 95% do número total de neurônios estriatais e utilizam 

o GABA (ácido gama-aminobutírico ) como seu principal neurotransmissor (GIL E 

REGO, 2008). 

O estriado representa a via de entrada do circuito dos gânglios da base, tendo 

como principal aferência o córtex motor e áreas associativas (OBESO et al., 2002). 
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O núcleo caudado recebe um maior número de aferências de áreas associativas e 

parece estar relacionado a atividades cognitivas como a aprendizagem motora 

(BHATIA E MARSDEN, 1994). Já as aferências do putâmen são provenientes do 

córtex motor, parecendo estar envolvido apenas no controle da motricidade (OBESO 

et al., 2000). O estriado recebe ainda aferências da substância negra pars 

compacta, tendo como neurotransmissor a dopamina. Esta, ao atuar sobre 

receptores do tipo D2, inibe neurônios estriatais que se projetam para o globo pálido 

externo. Por outro lado, ao atuar sobre receptores do tipo D1, excita os neurônios 

estriatais que se dirigem ao globo pálido interno e substância negra pars reticulata 

(OBESO et al., 2002) (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3 - Circuito normal dos gânglios da base 

Fonte: GODEIRO JÚNIOR et al, 2006 

 
O globo pálido interno e a substância negra pars reticulata constituem um 

complexo, o qual representa a via de saída do circuito dos gânglios da base, com 

projeções para o tálamo, de onde partem fibras para o córtex motor, córtex pré-

motor e área motora suplementar. 
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A integração do estriado com o complexo globo pálido interno/substância 

negra pars reticulata pode ocorrer de duas formas (ALEXANDER, 1994; OBESO et 

al., 2002): 

 Via direta (estriado - globo pálido interno/substância negra pars reticulata – 

tálamo): tem como neurotransmissor o GABA e a substância P. A ativação 

dessa via causa a desibinição talâmica, pois os núcleos talâmicos encontram-

se sob controle inibitório do globo pálido interno/substância negra pars 

reticulata 

 Via indireta: (estriado - globo pálido externo - núcleo subtalâmico - globo 

pálido interno/substância negra pars reticulata – tálamo) As projeções do 

estriado para o globo pálido externo têm como neurotransmissor o GABA e 

encefalinas. As projeções do globo pálido externo para o núcleo subtalâmico 

tem como neurotransmissor também o GABA. Já as projeções do núcleo 

subtalâmico para o complexo globo pálido interno/substância negra pars 

reticulata o neurotransmissor é o glutamato. Ativação dessa via intensifica o 

efeito excitatório sobre o globo pálido interno aumentando a inibição efetuada 

por este sobre o tálamo. 

Então, de acordo com esse esquema funcional, a ativação das vias direta e 

indireta leva a respostas opostas dos núcleos da base sobre tálamo e 

consequentemente efeitos contrários sobre os movimentos.  

Na DH, estudos demonstraram que neurônios espinhosos médios 

GABAérgicos/encefalina que se projetam para o globo pálido externo (via indireta) 

são mais susceptíveis do que os neurônios que contêm substância P e se projetam 

para o globo pálido interno (via direta). Esse comprometimento na via indireta induz 

uma perda da inibição talâmica e subsequentemente aumento da excitação no 

córtex motor levando ao desenvolvimento dos movimentos involuntários (coreia) 

(MARGOLIS E ROSS, 2001). Com a progressão da doença, os neurônios 

espinhosos médios que se projetam para o globo pálido interno (via direta) também 

são afetados. A degeneração tardia dos neurônios da via direta é responsável pelo 

desenvolvimento de bradicinesia e rigidez em estágios terminais da doença 

(BERARDELLI et al., 1999). 

Muitos interneurônios, tanto no estriado como no córtex, são “poupados” do 

dano no início da doença (VONSATTEL, 2008). Porém, em fases mais avançadas, 
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todas as projeções estriatais são afetadas, com atrofia estriatal extrema e perda 

considerável da população neuronal no grau 4 (escala de Vonsatel), indicando que 

todos os tipos neuronais são vulneráveis nos estágios finais da doença (ZUCCATO 

et al., 2010). Dessa forma, nos graus 3 e 4 (escala de Vonsatel), a 

neurodegeneração parece não ser restrita ao estriado, ocorrendo também em outras 

regiões como o córtex cerebral, globo pálido, tálamo, núcleo subtalâmico, substância 

nigra, cerebelo e hipotálamo (VONSATTEL E DIFIGLIA, 1998; KASSUBEK et al., 

2004) são afetadas. Nessas condições, uma significativa atrofia com perda de 

massa encefálica pode ser observada, podendo ocorrer redução de até 40% da 

massa cerebral (GIL-MOHAPEL E REGO, 2011). 

 

 

2.1.7 Modelos animais da Doença de Huntington 

 

 

Os modelos animais que mimetizam de perto os sintomas neurobiológicos e 

clínicos da doença podem oferecer uma abordagem alternativa para a compreensão 

da patogênese e melhora dos tratamentos existentes e/ou o desenvolvimento de 

novas terapias para a DH (BORLONGAN et al., 1997). 

Os modelos iniciais foram desenvolvidos em 1970, com base na 

vulnerabilidade seletiva dos neurônios do estriado para aminoácidos excitatórios. O 

primeiro foi um modelo de morte neuronal baseado na administração de ácido 

caínico, um composto excitotóxico que causava morte neuronal (COYLE E 

SCHWARCZ, 1976). Outros modelos também foram estabelecidos, como os 

modelos induzidos por toxinas: malonato, ácido quinolínico (AQ) e ácido 3-

nitropropiônico (3-NP). A identificação da mutação genética para DH levou à criação 

de modelos transgênicos em roedores (MANGIARINI et al., 1996), primatas não 

humanos e outras espécies (PARKER et al., 2001; MARSH et al., 2003), os quais 

expressam o gene mutante da proteína huntingtina. 

No entanto, os modelos experimentais não genéticos ainda são bastante 

utilizados no estudo dos processos neurodegenerativos da DH devido à fácil 

aquisição, controle e uso (TUNEZ et al., 2010). Nesses modelos, a morte celular é 

induzida por mecanismos excitotóxicos (ácido caínico e AQ) ou por alterações no 
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metabolismo mitocondrial (malonato e 3-NP). Dessa forma, esses modelos, mesmo 

com algumas limitações, são importantes para o melhor entendimento dos 

fenômenos relacionados com a doença, bem como na busca de novos alvos 

terapêuticos para o tratamento de tal patologia. 

O 3-NP é uma toxina natural, sintetizada por fungos (Aspergillus flavus; 

Arthrinium) e plantas (Indigofera endecapylla), que atravessa a barreira hemato-

encefálica e, portanto, pode ser administrado por via sistêmica. A sua administração 

subcutânea ou intraperitoneal são métodos eficazes para a infusão sistêmica do 3-

NP (TUNEZ et al., 2010). 

Entre os anos de 1950 a 1960, o 3-NP foi relacionado a episódios de 

envenenamento em mamíferos no oeste dos Estados Unidos. Estes animais, depois 

de serem envenenado com leguminosas infectadas, exibiam diferentes alterações 

motoras que evoluíam para descoordenação e paralisia. Posteriormente, 

aproximadamente 100 casos de envenenamento com 3-NP foram reportados na 

China, associados ao consumo de cana-de-açúcar contaminada com o fungo 

Arthrinium (LUDOLPH et al., 1991). Tal intoxicação foi responsável por causar 

encefalopatia aguda em adultos e crianças, seguida por casos de distonia e 

discinesia associados à degeneração bilateral dos gânglios da base, especialmente 

do putâmen (HE et al., 1995). 

Estudos em animais de laboratório levaram à caracterização 

anatomopatológica da toxicidade do 3-NP. No início dos anos 80, Gould e 

colaboradores demonstraram que o tratamento com 3-NP produzia preferencial 

degeneração do estriado de ratos e camundongos (GOULD E GUSTINE, 1982; 

GOULD et al., 1985). Posteriormente, foi sugerido que danos neuronais também 

podiam ocorrer em outras áreas do cérebro, como cerebelo, hipocampo, tálamo e 

córtex cerebral (BEAL et al., 1993; BORLONGAN et al., 1997; BROUILLET et al., 

1999). 

As projeções neuronais principalmente afetadas pelo 3-NP são neurônios 

espinhais médios GABAérgicos no estriado (HASSEL E SONNEWALD, 1995). 

Dados da literatura demonstraram que a administração de 3-NP em animais de 

laboratório é capaz de diminuir os níveis de dopamina no estriado, sugerindo que as 

vias dopaminérgicas nigroestriatais são significativamente comprometidas neste 

modelo (BEAL et al., 1993; TARIQ et al., 2005; AL MUTAIRY et al., 2010). 
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O modelo animal utilizando 3-NP pode mimetizar e reproduzir os sintomas 

hipercinéticos e hipocinéticos da DH dependendo do tempo e da dose administrada 

e da frequência. Inicialmente, os animais desenvolvem hiperatividade, nas duas 

primeiras administrações, seguida por hipoatividade a partir da quarta injeção 

(BORLONGAN et al., 1997) permitindo assim que as fases iniciais (ou precoce) e 

tardias da DH possam ser avaliadas. 

Além dos aspectos motores, os modelos experimentais também devem ser 

capazes de reconstruir aspectos cognitivos da desordem, tais como: memória e 

alterações de atenção. A este respeito, demonstrou-se que, no final de um dado 

tratamento de 3-NP, os primatas não humanos exibiam déficit cognitivo semelhante 

ao observado em indivíduos com DH (PALFI et al., 1996). 

O 3-NP é um inibidor irreversível da enzima succinato desidrogenase (SDH). 

Portanto inibe tanto o ciclo de Krebs, como a atividade do complexo II da cadeia 

transportadora de elétrons (FERRANTE, 2009). A sua estrutura química é similar a 

do succinato (substrato da SDH) o que pode explicar o fato do 3-NP ocupar o sítio 

catalítico da enzima e inativá-la irreversivelmente (Figura 4) (COLES et al., 1979; 

ROSENSTOCK et al., 2004 e 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4 - Estrutura química do 3-NP e do succinato 
Fonte: ALSTON et al., 1977 
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Diversos estudos sugerem diferentes mecanismos de toxicidade e morte 

neuronal induzidos pelo 3-NP, como consequência do déficit energético e disfunção 

mitocondrial devido à inibição do complexo II. Dentre estes, estão prejuízo na 

fosforilação oxidativa, depleção nos níveis de ATP, diminuição do potencial de 

membrana mitocondrial, alteração na homeostase do cálcio, geração de EROs, 

excitotoxicidade e ativação de vias de morte celular (BIZAT et al., 2003; MONTILLA 

et al., 2004; ROSENSTOCK et al., 2004; MIRANDOLA et al., 2010). Estudos in vitro 

utilizando cultura de neurônios demonstraram que a disfunção mitocondrial induzida 

pelo 3-NP está relacionada com uma rápida diminuição nos níveis de ATP (LIOT et 

al., 2009), perda do potencial de membrana (LEE et al., 2002; MACIEL et al., 2004) 

e aumento na produção de EROs (LIOT et al., 2009). Estudos relataram que o 3-NP 

também é capaz de agir sobre os receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), 

induzindo, assim, a excitotoxicidade e conduzindo à geração de radicais livres 

(LAFON-CAZAL et al, 1993; FONTAINE et al, 2000). 

O estresse oxidativo ocasionado pelo aumento na produção de espécies 

reativas está bem definido no mecanismo de toxicidade induzido pelo 3-NP. De 

particular importância, um estudo mostrou que o tratamento com 3-NP foi capaz de 

induzir um aumento na produção de EROs. Esses autores demonstraram que o 3-

NP induz um rápido aumento na produção de EROs em células neuronais trinta 

minutos após a exposição, seguido por um segundo pico de ERO algumas horas 

após (LIOT et al., 2009). 

Aumentos na geração de EROs, como o O2
•-, o H2O2 e o OH- foram 

reportados em estudos in vitro e in vivo (MANDAVILLI et al., 2005; BACSI et al., 

2006; LIOT et al., 2009; SANDHIR et al., 2010). Além disso, marcadores de estresse 

oxidativo como produtos de peroxidação lipídica (malondialdeído e 4-

hidroxinonenal), dano oxidativo ao DNA (8-hidroxi-2-deoxiguanosina) e proteínas 

carboniladas, foram encontrados em níveis elevados em regiões do cérebro de ratos 

tratados com 3-NP (SANTAMARIA et al., 2001; HALLIWELL, 2006; MONCADA E 

BOLANOS, 2006), indicando a relação do estresse oxidativo com as manifestações 

de neurotoxicidade induzidas pela toxina. A administração sistêmica de 3-NP em 

roedores também pode causar diminuição nos níveis de glutationa (AL MUTAIRY et 

al., 2010; SANDHIR et al., 2010), depleção das enzimas antioxidantes superóxido 
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dismutase (SOD) (SANDHIR et al., 2010; BHATEJA et al., 2012) e catalase 

(BHATEJA et al., 2012; KUMAR et al., 2012). 

Então, o modelo induzido pelo 3-NP pode promover características clínicas e 

fisiopatológicas da DH, incluindo alterações nos movimentos, déficit cognitivo, e 

degeneração neuronal progressiva no estriado (BEAL et al, 1993; TUNEZ et al, 

2010). 

 

 

2.1.8 Diagnóstico 

 

 

O diagnóstico da DH é baseado no histórico familiar do paciente, 

manifestações clínicas apresentadas e testes genéticos. Critérios clínicos utilizados 

internacionalmente foram propostos por Folstein e colaboradores (1986) são eles: 

1. DH definida: presença de coreia ou alteração característica do movimento 

voluntário não presente ao nascimento e história familiar positiva, com pelo 

menos outro membro acometido com sintomas típicos da DH. Demência e 

sintomas de ordem psiquiátrica, embora usualmente presentes, não são 

suficientes isoladamente para o diagnóstico. 

2. DH provável: mesmas características clínicas descritas anteriormente, mas 

sem possibilidades de obtenção da história familiar, por adoção ou 

paternidade desconhecida. 

3. DH possível: quadro clínico típico, mas sem história familiar, a despeito de 

investigação genealógica adequada. 

Os testes genéticos são fundamentais e capazes de confirmar a presença da 

doença, pois a diferenciação clínica é limitada devido ao amplo quadro de 

manifestações sintomatológicas compatíveis com outras desordens neurológicas, 

dificultando o diagnóstico baseado apenas na história clínica e no exame físico. O 

teste consiste em uma Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), que mostra a 

expansão do trinucleotídeo (CAG) (FALK et al., 2006). 

Menos de 5% dos indivíduos em situação de risco para a doença de 

Huntington escolhem realmente fazer os testes genéticos preditivos. Aqueles que 

passam por esses testes geralmente o fazem para ajudar nas escolhas de carreira e 
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na família, outros optam por não fazer por causa da ausência de tratamento eficaz 

(LACCONE et al., 1999; WALKER, 2007). 

 

 

2.1.9 Tratamento 

 

 

Atualmente, não existe um tratamento que possa parar, adiar ou inverter a 

progressão da DH. Os medicamentos são utilizados, principalmente, com o objetivo 

de controlar os sintomas motores e melhorar a qualidade de vida dos pacientes.  

Sintomas motores, como os movimentos involuntários relacionados a 

hiperfunção dopaminérgica, decorrente da neurodegeneração dos neurônios 

GABAérgicos, são tratados com antagonistas dopaminérgicos (clopromazina, 

tetrabenazina) e agonistas do receptor GABA (baclofeno) (HADDAD, 1995; POON et 

al., 2010). 

A tetrabenazina é atualmente considerada um dos mais efetivos agentes na 

redução da coreia, apresentando uma boa tolerabilidade entre os pacientes 

(KENNEY et al., 2007; FASANO et al., 2008; FRANK, 2009). É o único medicamento 

aprovado pela Food and Drug Administration nos Estados Unidos para o tratamento 

da coréia associada à DH. Por outro lado, alguns efeitos adversos foram reportados 

em tratamentos com a tetrabenazina incluindo insônia, sonolência, depressão, 

agitação e hipercinesia (FRANK, 2010). 

Neurolépticos típicos, incluindo haloperidol, pimozida, flufenazina, tioridazina 

entre outros, são utilizados para o tratamento da coreia e também dos sintomas 

psicóticos (BONELLI E HOFMANN, 2007). Esses medicamentos possuem alta 

afinidade pelos receptores de dopamina D2, podendo induzir alguns efeitos 

colaterais como, por exemplo, sintomas parkinsonianos e discinesia tardia, e devem 

apenas ser utilizados em casos de extrema necessidade. Muitos neurolépticos 

atípicos, como a clozapina e olanzapina, também são utilizados no tratamento da 

coréia e dos sintomas psiquiátricos (ADAM E JANKOVIC, 2008; PHILLIPS et al, 

2008; JANKOVIC, 2009). 

A depressão na DH é tratada com medicamentos antidepressivos tricíclicos 

convencionais (imipramina, nortriptilina ou amitriptilina) ou com inibidores seletivos 
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da recaptação de serotonina (sertralina, fluoxetina). Já alterações de humor, 

ansiedade e irritabilidade excessiva podem ser tratados com benzodiazepínicos 

(HADDAD, 1995) 

Os tratamentos de apoio como, fisioterapia e terapia ocupacional nos estágios 

iniciais da doença podem ajudar a melhorar a coordenação motora. Os exercícios 

podem fortalecer os músculos e melhorar o equilíbrio e postura. Terapia psiquiátrica 

pode ajudar a reduzir a ansiedade, depressão e estresse, bem como ajudar a lidar 

com as mudanças associadas à doença. Além disso, diminuir o estresse e a 

ansiedade pode ajudar a controlar a coreia. Fonoaudiólogos podem trabalhar com 

pacientes portadores de DH para ajudá-los com a comunicação e problemas de 

deglutição (BILNEY et al., 2003). 

Considerando que os medicamentos utilizados para o tratamento da DH 

representam uma alternativa meramente paliativa, que proporciona benefícios 

sintomáticos e discretos sobre os sintomas clínicos da doença, diversas moléculas 

estão sendo testadas em busca de um tratamento efetivo capaz de retardar a 

progressão da doença. Neste contexto, a terapia com antioxidantes que é 

evidentemente efetiva em modelos animais da doença (JOHRI E BEAL, 2012), é 

hoje considerada uma estratégia terapêutica para a busca de novos fármacos para o 

tratamento da patologia de Huntington. 

Apesar de muitos compostos antioxidantes demonstrarem potencial 

neuroprotetor em modelos animais, até o presente momento a maioria deles ainda 

não foi aplicada em testes clínicos. Dentre estes, o α-tocoferol, o ácido ascórbico, e 

a creatina já foram testados tanto em animais como em humanos, demonstrando 

seus benefícios terapêuticos para a DH (PEYSER et al., 1995; TABRIZI et al., 2003; 

HERSCH et al., 2006). Um estudo realizado por Peyser e colaboradores (1995), em 

pacientes com DH com sintomatologia leve a moderada, demonstrou que o 

tratamento com α-tocoferol, apesar de não ter efeito sobre os sintomas neurológicos 

e neuropsiquiátricos, diminuiu a taxa de declínio motor no estágio inicial da doença. 

Considerando o importante papel do estresse oxidativo na patogênese da 

doença de Huntington, a terapia com moléculas antioxidantes é uma estratégia 

terapêutica que pode ser efetiva na tentativa de retardar a progressão da doença e 

melhorar a qualidade de vida dos pacientes. 
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2.2 Eugenol 

 

 

A utilização de produtos naturais com propriedades terapêuticas representa a 

forma mais antiga e difundida de medicação (HALBERSTEIN, 2005). Ate o século 

passado, a maioria dos medicamentos era obtida diretamente de fontes vegetais ou 

animais. Mas, com a revolução industrial e o desenvolvimento da química orgânica, 

houve preferencia pelos medicamentos sintéticos, devido à fácil obtenção e porque 

simples modificações estruturais possibilitam a produção de drogas mais ativas e 

seguras (RATES, 2001). No entanto, parcela significativa da população ainda 

prefere o tratamento à base de plantas. 

O eugenol (4-alil-2-metoxi-fenol) (Figura 5) é um composto fenólico que 

ocorre no cravo, manjericão, canela e noz-moscada (YOGALAKSHMI et al., 2010). 

No cravo-da- índia, esse composto representa cerca de 89,5% e 98% da 

composição do óleo essencial e do extrato aquoso, respectivamente (RODRIGUES 

et al., 2009). Apresenta-se, à temperatura ambiente, como um líquido oleoso, incolor 

ou amarelo claro, mas quando em contato prolongado com o ar, torna-se mais 

espesso e de cor vermelho escuro. Possui odor característico, semelhante ao cheiro 

do cravo-da-índia, além de possuir sabor ardente e picante (ALMEIDA, 2004). O 

eugenol apresenta ampla utilização na indústria de alimentos, como aromatizantes 

de alimentos, bebidas e doces, e em cosméticos (YOGALAKSHMI et al., 2010). Sua 

alta lipossolubilidade possibilita uma fácil absorção através das membranas lipídicas 

e rápido acesso ao local de ação, podendo atingir alvos intracelulares como as 

mitocôndrias (USTA et al., 2002), ou penetrar com rapidez a bainha de mielina de 

uma fibra ou de um feixe nervoso (GURNEY, 1965). 
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Figura 5 - Estrutura molecular do eugenol 
Fonte: MORAIS et al, 2006 

 

Apesar de existirem estudos com o eugenol que datam do século XIX, foi na 

segunda metade do século XX que se verificou um interesse maior na pesquisa com 

este componente, sendo muitos dos trabalhos publicados ligados à odontologia 

(BONASTRE, 1967; MOLNAR, 1967). Atualmente, o eugenol vem sendo 

extensivamente estudado, já tendo sido caracterizados diversos efeitos biológicos. 

Segundo Hume (1988), seus efeitos farmacológicos dependerão da concentração e 

do tempo de exposição e/ou de contato entre ele e as células. Dentre as 

propriedades biológicas podemos verificar atividades: anti-inflamatória (REDDY E 

LOKESH, 1994), analgésica (SNEDDON E GLEW, 1973), anestésica (GUENETTE 

et al., 2006), antimicrobiana (MARKOWITZ et al., 1992; VÁZQUEZ et al., 2001; 

ESCOBAR, 2002; DEVI et al., 2010), antifúngica (PINTO et al., 2009), anti-

helmíntica em ruminantes (PESSOA et al, 2002), antipirética (quando administrado 

periférica ou centralmente reduzindo a febre por ação central, igualmente ao 

acetominofeno) (FENG E LIPTON, 1987), antioxidante (OGATA et al., 2000; 

JIROVETZ et al., 2006; GÜLÇIN, 2011), neuroprotetora (KABUTO et al., 2007; WIE 

et al., 1997). 

O eugenol é utilizado em práticas odontológicas como antisséptico tópico, 

analgésico e anestésico local, além de conferir propriedades farmacológicas aos 

cimentos obturadores de canais, visto ser bactericida (em concentrações 

relativamente altas de 10-3 a 10-2 mol/L), portanto, eficaz no tratamento de algumas 

enfermidades infecciosas na cavidade oral (MARKOWITZ et al., 1992; ESCOBAR, 

2002). Também é utilizado como cimento provisório em cavidades dentárias, quando 

associado ao óxido de zinco (NAGABABU E LAKSHMAIH, 1994). 
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O eugenol inibe a peroxidação lipídica pela varredura de radicais livres como 

as espécies reativas de oxigênio, essa atividade antioxidante é determinada por sua 

estrutura metoxifenólica (TAIRA et al., 1992; NAGABABU E LAKSMAIAH, 1994; ITO 

et al., 2005). Possui também efeito modulador nas concentrações intracelulares de 

substâncias antioxidantes como a glutationa e a enzima glutationa-N-transferase 

(ROMPELBERG et al, 1996; YOKOTA, 1988; KABUTO et al., 2007). O eugenol pode 

ainda promover neuroproteção contra dano isquêmico através de sua ação 

hipotérmica e por modulação de receptores NMDA e do radical superóxido (WON et 

al., 1998; WIE et al., 1997). 

Estudos têm demonstrado que o eugenol pode apresentar diferentes tipos de 

toxicidade in vitro, in vivo, e quando administrado diretamente no tecido pode 

determinar reações alérgicas e dermatites (HUME, 1983; ESCOBAR, 2002). Foram 

verificadas ainda disfunção hepática, coagulação intravascular disseminada, 

hipoglicemia severa até morte por falência múltipla de órgãos (ESCOBAR, 2002). 

Porém, estes efeitos tóxicos estão relacionados a altas doses (ALMEIDA, 2004). 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. Objetivos 
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3 OBJETIVOS 

 

 

3.1 Objetivo Geral 

  

 

Investigar o efeito neuroprotetor do eugenol (4-alil-2-metoxifenol) sobre as 

alterações comportamentais e bioquímicas induzidas pela administração sistêmica 

do ácido 3-nitropropiônico (modelo experimental da doença de Huntington) em ratos 

Wistar. 

 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

 

- Analisar a toxicidade aguda do eugenol em camundongos (machos e fêmeas); 

 

- Avaliar a atividade antioxidante in vitro do eugenol pelo método de captura de 

radicais 2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH˙); 

 

- Avaliar o efeito do eugenol sobre o comportamento de animais que receberam 

ácido 3-nitropropiônico, através dos testes comportamentais de campo aberto 

(avaliação motora e comportamental), rotarod (coordenação motora) e labirinto em 

cruz elevado (avaliação da memória); 

 

- Avaliar a atividade antioxidante in vivo do eugenol pelo método da peroxidação 

lipídica (malonaldeído) em animais que receberam ácido 3-nitropropiônico e 

eugenol. 
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ABSTRACT 

 

Huntington’s disease (HD) is a progressive neurodegenerative disorder characterized 

by cognitive, behavioral, and motor abnormalities. 3-Nitropropionic acid (3-NP) 

inhibits succinate dehydrogenase and complex II enzyme in the mitochondrial 

respiratory chain that leads to cellular energy deficit and oxidative stress and is a 

well-known experimental model to study Huntington’s disease (HD). Eugenol, a 

phenolic antioxidant, may have an effect opposite to DH due to this activity. Then, the 

present study evaluated the possible role of eugenol, on the 3-nitropropionic acid 

induced behavioral and biochemical alterations. Intraperitoneal administration of 3-

nitropropionic acid (20 mg/kg., i.p.) for 7 days produced hypolocomotion, muscle 

incoordination and memory deficit. Daily treatment with eugenol (37.5 mg/kg., p.o.) 

60 min prior to 3-nitropropionic acid administration for a total of 7 days, significantly 

improved the 3-nitropropionic acid-induced motor and cognitive impairment. 

Biochemical analysis of the brain (striatum, cortex and substantia nigra) revealed that 

systemic 3- nitropropionic acid administration significantly increased lipid 

peroxidation. Eugenol treatment significantly attenuated oxidative damage. The 

results of the present study indicate that eugenol (37.5 mg/kg., p.o.) significantly 

reversed 3-nitropropionic acid-induced alterations in various behavioral and 

biochemical parameter. Therefore eugenol could be a therapeutic adjuvant for the 

treatment of Huntington's disease. 

 

 

Keywords: Huntington's disease; 3-nitropropionic acid; Oxidative stress; Eugenol; 

Behavioral parameters 

 

 

1. Introduction 

 

Huntington's disease (HD) also known as Huntington’s chorea is a progressive 

neurodegenerative disorder. The disease was first described in the 19th century by 

George Huntington, who identified both its clinical features and its pattern of familial 

transmission (Rosenstock et al., 2010; Stack et al., 2010). Clinical features of HD 
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include progressive motor dysfunctions, cognitive decline and psychiatric 

disturbances, including both neuronal dysfunctions and neuronal cell death (Bates, 

2005). 

Neuropathologically, HD is characterized by atrophy of the basal ganglia, 

specifically in the subpopulations of striatum neurons (caudate-putamen) (Reiner et 

al., 1988; Storey e Beal, 1993). HD is characterized by early selective loss of 

GABAergic striatal medium spiny neurons accompanied by degeneration of neurons 

in the cortex and in other brain areas (Gil e Rego, 2008). 

Despite the discovery of the genetic mutation of HD - unstable expansion of a 

cytosine–adenine–guanine (CAG) trinucleotide repeat within the coding region of the 

IT15 gene on the short arm of chromosome 4 (The Huntington's Disease 

Collaborative Research Group, 1993), the mechanisms of the pathogenesis of HD 

are still not fully understood. Excitotoxicity (Fernandes et al., 2007; Shehadeh et al., 

2006; Tang et al., 2005; Zeron et al., 2004; Zeron et al., 2002; Zeron et al., 2001), 

metabolic impairment, oxidative stress, mitochondrial dysfunction (Oliveira, 2010; 

Oliveira et al., 2007; Oliveira et al., 2006; Tabrizi e Schapira, 1999; Tabrizi et al., 

2000) have been proposed as contributing factors for the appearance of motor 

alterations and cognitive decline and have been implicated in the progressive 

degeneration observed in HD. 

Several rodent models have been designed to reproduce the pathogenesis of 

the disease with the ultimate goal of developing potential novel drugs for clinical 

therapies (Ferrante, 2009). 3-nitropropionic acid (3-NP) induced HD model replicates 

most of the clinical and pathophysiological hallmarks of HD, including spontaneous 

choreiform, cognitive deficits, and progressive striatal neuronal degeneration (Beal et 

al., 1993; Tunez et al., 2010). 

3-NP, is a neurotoxin, irreversibly inhibits succinate dehydrogenase enzyme, 

causing inhibition of both the Krebs cycle and complex II of the mitochondrial electron 

transport chain (Ferrante, 2009). One of the mechanisms following 3-NP 

administration is the development of mitochondrial dysfunctions leading to generation 

of a bioenergetic defect which involves three interacting processes such as: energy 

impairment (inhibition of complex-II), oxidative stress and excitotoxicity (NMDA 

receptor activation) (Damiano, 2010). 
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At present, there are no effective treatments against HD. Current therapies for 

treating HD are symptomatic; focusing on neurological and psychiatric symptoms that 

aim at improving the quality of life. Eugenol (4-allyl-2-methoxy phenol), is one such 

phenolic compound occurring in clove, basil, cinnamon and nutmeg. Pharmacological 

properties of eugenol (EUG) were demonstrated including anti-inflammatory (Reddy 

e Lokesh, 1994), analgesic (Sneddon e Glew, 1973), anesthetic (Guenette et al., 

2006), antipyretic (Feng e Lipton, 1987), anti-bacterial, antioxidant (Gülçin, 2011; 

Jirovetz et al., 2006; Ogata et al., 2000), and neuroprotective effects (Kabuto et al., 

2007; Wie et al., 1997). Due to its antioxidant activity, eugenol may have an effect 

against DH. So the aim of this study was investigated the neuroprotective potential of 

eugenol against the behavioral and biochemical changes induced by 3-NP in models 

of HD. 

 

 

2. Materials and methods 

 

 

2.1 Reagents 

 

3-Nitropropionic acid (3-NP), was purchased from Sigma (St. Louis, MO, 

USA), and was diluted with saline (adjust pH 7.4) before the beginning of the 

treatment. On subsequent days, solutions were stored in refrigerator (4 °C). Eugenol 

was obtained from Sigma (St. Louis, MO, USA) dissolved in Tween 80 2% and 

diluted in distilled water. Ascorbic acid, butylated hydroxytoluene (BHT), 2,2-

diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), thiobarbituric acid (TBA) and 1,1,3,3-

tetrametoxipropane (TMP), used in biochemical analysis, were also acquired from 

Sigma. 

 

 

2.2 Evaluation in vitro antioxidant activity of eugenol 

 

The antioxidant activity of eugenol was determined by the capture of DPPH 

(2,2-diphenyl-1-picrilidrazil) radical assay  according to the method described by 
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Brand-Williams and colleagues (1995). Aliquots of 0,5 mL of solution containing 

different concentrations of eugenol (2,5 - 250 µg/mL) were added to 1,5 mL of 

ethanol solution of DPPH· (1mM). The solutions were homogenized and incubated 

for 30 min at room temperature and the absorbance of the resulting solution was 

read in a spectrophotometer at 515 nm against a blank. The radical scavenging 

activity was measured as an absorbance decrease of DPPH and was calculated 

using the following equation: 

 

(Absorbance of control - Absorbance of sample) x 100 

Absorbance of control 

 

Ascorbic acid was used in experiments as a positive control. It was calculated 

the value of IC50 (concentration of sample required to inhibit 50% of radical) of 

ascorbic acid and eugenol. 

 

 

2.3 Animals 

 

Male Wistar rats (Rattus norvegicus var. albinus) weighing between 300-350g 

were used for neuroprotective experiments. The animals were obtained from the 

Department of Physiology and Pharmacology from the Federal University of 

Pernambuco (UFPE). Male and female mice (35-40 g) (Mus Musculus, var. Swiss) 

used for oral toxicity of eugenol were obtained from the Laboratory of 

Immunopathology Keizo Asami (Lika). The animals were kept under standard 

conditions of light and dark cycle (12 h dark/light cycle) and temperature (22 ± 2 °C) 

with water and commercial feed (Labina®, Purina, Brazil) ad libitum. All the 

experimental protocols were submitted to and approved by the Animal 

Experimentation Ethics Committee of the UFPE, under license nº. 

23076.018119/2012-01 in accordance with the National Institute of Health Guide for 

the Care and Use of Laboratory Animals. 
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2.4 Oral acute toxicity 

 

Acute toxicity studies were performed on Swiss mice of both sexes as 

described by OECD 420 (2001), with slight modifications. The animals were 

randomly divided into four groups (n=5/group/sex) and deprived of feed for 12 h with 

access to water ad libitum. The treated group received eugenol (dissolved in Tween 

80 2% and diluted in distilled water) in a single oral dose of 2.0 g/kg and the control 

groups received vehicle (10 mL/kg). The observations were performed at 30, 60, 120, 

180 and 240 minutes after the oral treatments and daily for 14 days. Behavioral 

changes, weight, consumption of food and water, clinical signs of toxicity and 

mortality were recorded daily (Malone,1977). 

 

 

2.5 Experimental groups 

 

The animals were randomly divided into six groups, eigth animals in each. 

Group 1 (control group): received intraperitoneally (i.p.) for seven days vehicle (NaCl 

0.9% i.p.) and water orally one hour before (10 mL/kg p.o.); Group 2 (HD group): 

received 3-NP (20 mg/kg, i.p.) for seven days and water (p.o.) one hour before 3-NP; 

Groups 3-6 (treated): received 3-NP as in group 2, plus the fact that one hour before 

3-NP, animals received oral doses of eugenol at 12.5, 25, 37.5 and 50 mg/kg, 

respectively. Twenty four hours after the last day of treatment, the rats were 

evaluated with behavioral tests. After the behavioral test animals were sacrificed and 

used for biochemical assays. 

 

 

2.6 Evaluation of body weight 

 

The animal body weight was recorded on the first and last day of the 

experiment. The percentage change in weight was calculated in comparison to initial 

body weight on the first day of the experiment. 
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% change in body weight = (Body weight 1st day – Body weight 8st day) x 100 

                                          Body weight 1st day 

 

 

2.7 Experimental procedures 

 

All animals were submitted to behavioral tests 24 hours after the seven day of 

treatment with the administration of 3-NP or vehicle (i.p.) and water or eugenol (p.o.). 

 

 

2.7.1 Locomotor Activity 

 

To quantify general activity, rats were placed individually in the center of an 

open-field arena (a circular wooden box 100 cm in diameter and 40 cm high, with a 

floor divided into 19 regions). The time for movement (start to time for the animal to 

move) the frequency of locomotion (number of floor units entered by the animal with 

its four paws), the rearing frequency (the number of times the animal stood on its 

hind legs) and immobility time (time that the animal stood without making any 

movements) were assessed for 5 min. The device was cleaned with a 5% alcohol–

water solution before placement of each animal to eliminate a possible bias effect 

due to odor clues left by previous rats. 

 

 

2.7.2 Rotarod test 

 

All animals were evaluated for motor skills (motor incoordination, grip strength 

and balance) by using the rotarod. To perform this test, the animal was placed with 

all four paws on a bar with a diameter of 7.0 cm and set 25 cm above the floor, 

rotating at a speed of 25 rpm. Animals were placed on the rotating bar and the length 

of stay was recorded. A cut off time of 180 seconds (Kumar and Kumar, 2009) was 

maintained throughout the experiment. Before dividing each experimental group, the 

rats were trained in two sessions of 180 seconds for acclimatization. 
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2.7.3 Elevated plus maze test for spatial memory 

 

The test adapted to memory was performed according to the method by 

Kumar et al. (2006). The elevated plus-maze consists of two opposite open arms 

(50x10 cm) and two closed arms of the same dimension, with 40 cm walls and a 

central area (10x10 cm) connecting  the arms. The rats were placed individually at 

one end of an open arm facing away from the central area. The time taken by the 

animal to move from the open arm until entering one of the closed arms (latency 

time) was registered 24 hours after the last day of treatment with water or eugenol, 

and called transfer latency of initial. Rats were allowed to explore the maze for 30 

seconds after the initial registration of the acquisition latency, and were then returned 

to their cages. The retention latency was evaluated again the following day. 

The percentage of memory retention was calculated by the formula: 

 

Latency of initial transfer - Repeating transfer latency x100  

                                                  Latency of initial transfer 

 

 

2.8 Biochemical studies 

 

 

2.8.1 Dissection and homogenization 

 

After behavioral assessments, the animals were decapitated, the brains 

removed, placed on ice and the striatum, cortex and substantia nigra dissected. 

These regions were weighed and homogenized in Potter Elvehjem type homogenizer 

with PBS buffer (10% w/v), to which was added BHT (0.004% w/v) to prevent 

autoxidation of the samples. The homogenate was centrifuged at 10 000 x g for 15 

minutes at 4ºC, and an aliquot of supernatant was separated for biochemical 

analysis. 
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2.8.2 Measurement of lipid peroxidation 

 

Quantitative measurement of lipid peroxidation in the dissected regions was 

assessed according to the method of Buege and Aust (1978). The amount of 

malonaldehyde (MDA) present in samples was quantified by the reaction with 

thiobarbituric acid. Aliquots of 500 ul of the supernatant were added to 1 mL of 

thiobarbituric acid reagent (TBA): TBA 0.38% (w/w), 250 mL of HCl 1N, TCA 15% 

(w/w) and 20 mL of ethanolic BHT (2% w/w). The solution was heated at 100ºC for 

15 minutes, followed by cooling in an ice bath. 1.5 mL of n-butanol was added, the 

mixture was shaken and centrifuged to 3 000 x g. After centrifugation, the upper 

phase was collected and analyzed in a spectrophotometer (CARY 3E - UV - Visible 

Spectrophotometer Varian) at 532 nm. For calculations, we performed a standard 

curve with 1,1,3,3-tetramethoxypropane. Results were expressed as nmol MDA/mg 

protein. 

 

 

2.9 Statistical Analysis 

 

Results were expressed as mean ± SEM. The difference between groups was 

assessed by one-way analysis of variance (ANOVA) followed by Tukey’s multiple 

comparison/post-hoc test to determine the significance level. The Kolmogorov-

Smirnov test was employed in order to determine normality. Statistical analysis was 

performed using Graph Pad Prism® 5.0. Values less than 0.05 were considered 

statistically significant 

 

 

3. Results 

 

 

3.1 Reduction of 2,2–diphenyl–1-picrylhydrazyl radical 

 

Significant DPPH radical scavenging activity was evident in all concentrations 

tested. The preparation was able to reduce the stable free radical DPPH to the 
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yellow-colored 1.1-diphenyl-2-picrylhydrazyl with an IC50 33,12 µg/mL (r2 = 0,8893). 

Under similar conditions the positive control, ascorbic acid, showed IC50 3,676 µg/mL 

(r2 = 0,6374). 

 

 

3.2 Acute toxicity 

 

It was observed that the eugenol (2.0 g/kg, p.o.) induced depression of the 

central nervous system (sedation) in mice of both sexes during the first 30 min. 

However, it produced no signs of acute toxicity or death in the treated animals. No 

significant changes in food and water intake or body weight were observed during the 

14 days of observation (data not shown). The LD50 could not therefore be estimated 

and it is possibly higher than 2.0 g/kg. 

 

 

3.3 Effect of eugenol on body weight in 3-NP treated rats 

 

The control animals gained weight as expected. However, the animals that 

received 3-NP caused a significant decrease in body weight on the last day as 

compared to the control group. Daily treatment with eugenol for seven days improved 

the body weight loss, significantly in at the dose of 37,5 mg/kg (Figure. 1). 

 

 

3.4 Effect of eugenol on locomotor activity 

 

Administration of 3-NP for seven days significantly reduced the locomotor 

activity of rats. Treatment eugenol for seven days significantly improved locomotor 

activity in rats that received 3-NP (Figure. 2). Daily treatment with eugenol (37.5 

mg/kg) increased ambulatory and rearing movements, and decreased the time of 

resting. Eugenol (12.5, 25 and 50 mg/kg) treatment did not significantly modify, 

locomotor in rats that received 3-NP. 
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3.5 Effect of eugenol on motor skills 

 

Administration of 3-NP (20 mg/kg., i.p. for seven days) significantly decreased 

muscle grip strength and significantly decreased the fall-off time as compared to 

control animals (Figure 3). Daily treatment with eugenol (p.o.) for seven days 

significantly increased the fall-off time when compared to the group received only 

with 3-nitropropionic acid. 

 

 

3.6 Effect eugenol on memory performance in elevated plus maze 

 

Administration of 3-NP (20 mg/kg., i.p. for seven days) caused a marked 

memory loss as shown by a significant decrease in the % retention of memory in 

treated rats as compared to the control group (Figure 4). Daily treatment of eugenol 

(p.o.) one hour before the administration of 3-nitropropionic acid for seven days 

increased the % retention memory in rats as compared to the group received only 

with 3-nitropropionic acid. 

 

 

3.7 Effect of eugenol on brain lipid peroxidation  

 

The administration of 3-NP for seven days induced oxidative stress as 

indicated by a significant increase in the striatum, cortex and substância nigra MDA 

levels as compared to the control group. Eugenol treatment (p.o.) one hour before 

the administration of 3-nitropropionic acid for seven days, attenuated the increase in 

lipid peroxidation in striatum, cortex and substantia nigra as shown by a significant 

decrease in MDA levels (Figure 5). 

 

 

4. Discussion 

 

This study investigated the neuroprotective effect of eugenol against 3-NP 

induced neurotoxicity. Eugenol is an essential oil constituent extracted from cloves 
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and used as a food flavouring agent, and was reported to have antioxidant activity 

(Ito, 2005). 

The antioxidant activity of eugenol was demonstrated in vitro, by DPPH radical 

assay. In the DPPH assay, the antioxidants reduce the stable radical DPPH to the 

yellow diphenyl-picrylhydrazine. This method is based on the reduction of DPPH in 

alcoholic solution in the presence of a hydrogen-donating antioxidant because of the 

formation of the nonradical form DPPH-H in the reaction (Oyaizu, 1986). DPPH is 

usually used as a reagent to evaluate free radical–scavenging activity of antioxidants. 

DPPH is a stable free radical, showing a maximum absorbance at 517 nm. When 

DPPH radicals encounter a proton-donor substrate such as an antioxidant, the 

radicals would be scavenged and the absorbance is reduced (Gülçin, 2004; 

Elmastas, 2006). The decrease in absorbance is taken to evaluate the radical 

scavenging. The results indicate that the eugenol showed DPPH free radical activity 

with the IC50 value (33.12 µg/mL, r2= 0,8893). Previous reports demonstrated of the 

eugenol showed high DPPH free radical activity with the lowest IC50 value (16.06 

µg/mL, r2 = 0.9823) (Gülçin, 2011). This results confirms the antioxidant propriety of 

eugenol. 

The results of the acute toxicity test indicated that the eugenol when 

administered orally at a dose of 2.0 g/kg caused a reversible sedative effect, but did 

not produce any sign of toxicity or death in the treated animals, suggesting an LD50 of 

above 2.0 g/kg. Previous acute toxicity test with eugenol showed minimum lethal 

dose values of 1.930 a 3.000 mg/kg, in mice and rats (Sticht and Smith, 1971; 

Opdyke, 1975). 

In the present study, administration of 3-NP (20 mg/kg, i.p.) for seven days 

produced significant motor and behavioral abnormalities including bradykinesia, 

muscle weakness, grip strength, abnormal gait and rigidity. These finding are in 

agreement with earlier reports which also observed a variety of neurobehavioral 

abnormalities and motor deficit in rats following 3-NP administration (Kumar et al., 

2006, 2007; Túnez et al., 2007). The symptoms developed by chronic administration 

of 3-NP are late hypokinetic stages of HD (Pandey et al., 2008). Locomotor and 

motor activities in rats that received 3-NP were significantly impaired what could be 

due to the degeneration of the GABAergic neurons in the basal ganglia that control 

body movement (Borlongan et al., 1995, 1997). Normally, the course of HD also 
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begins with involuntary movements (chorea), followed by a decrease in motor 

coordination and a loss of control of voluntary movements that eventually develops 

into rigidity and dystonia, similar to those of the model induced by the administration 

of 3-NP. In addition, 3-NP administration for seven days significantly impaired body 

weight. This reduction in weight could be due to metabolic impairment caused by 3-

NP, due to impairment in energy metabolism and mobilization of energy stores 

(Kumar and Kumar, 2009). Furthermore, the striatal lesions and bradykinesia could 

be partly responsible for reducing rat appetite, food intake and motor incoordination 

(Guyot et al., 1997). Treatment with the eugenol significantly improved weight loss 

and locomotor activity. 

Administration of 3-NP is associated with both hyperactivity and hypoactivity, 

depending on the dose, frequency and duration (Borlongan et al., 1997; Al Mutairy et 

al. 2010). Animals that received only 3-NP for seven days exhibited significant 

hypoactivity and incoordination motor. Eugenol treatment improved the hypoactivity 

and motor incoordination, as evident by several behavioral investigations such as 

movement analysis and locomotor activity. Motor activity of the animals that received 

3-NP also significantly decreased performance on rotarod apparatus as compared to 

the rats that received vehicle and impaired motor changes were significantly 

improved by eugenol treatment. Motor changes evidenced by decreasing the fall-off 

time on the rotarod are attributed mainly to the degeneration of striatum neurons, a 

region functionally connected by afferences in the motor cortex (Brown, 1992; 

Sgambato et al. 1997). 

3-NP also induced cognitive deficit. The memory of patients with HD often 

decreases with the degeneration of neurons in the brain (Barquero-Jiménez and 

Gómez-Tortosa 2001). Cognitive dysfunction can be due to the disruption of striatum-

frontal circuits in patients with HD (Lastres-Becker et al. 2003). Eugenol treatment 

improved the cognitive deficit. 

Administration of 3-NP acts as an irreversible inhibitor of succinate 

dehydrogenase thus inhibits both the Krebs cycle and Complex II activity of the 

electron transport chain (Ludolph et al., 1991). Inhibition of succinate dehydrogenase 

interferes with the electron cascade and interrupts oxidative phosphorylation. This 

phenomenon induces a reduction in ATP production and oxidative stress. Oxidative 

stress is considered to be one of the major key determinants in 3-NP induced 
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neurotoxicity and previous studies clearly demonstrate that increased oxidative 

stress can be one of the major deleterious events in clinical and experimentally 

induced HD. 3-NP also was found to act on NMDA receptors thereby inducing 

excitotoxicity and leading to generation of free radicals (Lafon-Cazal et al., 1993; 

Fontaine et al., 2000). The inflammation associated with 3-NP, also acts as a 

contributing factor for neuronal damage and free radical generation (Ahuja et al. 

2008). Shinomol and Muralidhara (2008) observed that various brain regions 

exposed to 3-NP showed significantly elevated levels of reactive oxygen species 

(ROS), malondialdehyde (MDA) and hydroperoxide, and a marked reduction in the 

activity of antioxidant enzymes (superoxide dismutase - SOD, catalase and 

glutathione), suggesting the induction of oxidative stress. 

Studies report that striatal damage caused by 3-NP can be attenuated by 

antioxidants possibly by free radical scavenging activity and increased endogenous 

antioxidant defense (Ahuja et al., 2008; Kumar and Kumar, 2009). It is becoming 

increasingly evident that the natural antioxidants, which have phenolic structure, play 

an important role in protecting the tissues against free radical damage (Fujisawa et 

al., 2002). 

In the present study, after administration of 3-NP there was an increased in 

the levels MDA in the striatum, cortex and substantia nigra. MDA is an end product of 

lipid peroxidation and it was suggested that plasma MDA maybe used as a potential 

biomarker to test treatment efficacy of drugs used in Huntington's disease (Chen et 

al., 2007). Furthermore, the lipid peroxidation in biological systems has long been 

thought to be a toxicologic phenomenon that can lead to various pathologic 

consequences. The resulting lipid hydroperoxides can affect membrane fluidity and 

the function of membrane proteins (Hochstein and Atallah, 1988). However, these 

effect was attenuated by eugenol treatment. 

The antioxidant activity of eugenol, that have a phenolic structure, was 

evaluated by the extent of protection offered against free radical mediated lipid 

peroxidation using both previous in vitro and in vivo studies (Nagababu et al., 2010). 

Eugenol forms complexes with reduced metals and therefore inhibits the formation of 

perferryl ions or iron-oxygen chelate complexes which act as the initiating factors of 

lipid peroxidation (Ito et al., 2005). 
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Previous studies demonstrated the antioxidant activity of eugenol, which 

significantly prevents oxidative tissue damage in different experimental models (Ito et 

al., 2005; Kabuto et al., 2007; Morsy and Fouad, 2008). In addition, it was reported 

that eugenol can inhibit inducible nitric oxide synthase (Li et al., 2006), prevent 

intracellular Ca2+ accumulation (Ou et al., 2006) which may contribute to its protective 

effect against oxidative tissue injury. Nitric oxide (NO) has been implicated in a 

variety of pathophysiological conditions including neuroinflammation and 

neurodegenerative diseases. Eugenol also has a neuroprotective effect against 

ischemic injury in the CNS. It inhibits neuronal excitotoxic or oxidative injury and has 

protective effects against N-methyl-D-aspartate (NMDA)-induced neurotoxicity. 

Mechanisms such as NMDA receptors modulation through inhibition of Ca2+ uptake 

has been suggested for the protective effect of eugenol (Wie et al., 1997; Won et al., 

1998). In our study, the treatment with eugenol reduced the oxidative stress in 

substatia nigra, striatum and cortex, as assessed by the diminished levels of MDA. 

 

 

5. Conclusion 

 

Taken together, these results confirm that the administration of 3-NP in rats 

induce neurobehavioral and biochemical alterations similar those found in HD and 

suggest that neurodegeneration occurred due to increased oxidative damage. The 

treatment with eugenol demonstrated a protective effect against 3-NP-induced 

neurotoxicity, probably due to its antioxidant activity. More experiments are needed 

to further clarify the mechanisms involved in this effect. 
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Fig.1. Effect of Eugenol (12.5; 25; 37.5; 50 mg/kg, p.o.) on body weight in 3-

nitropropionic acid (20 mg/kg, i.p.). Each value represents the mean±S.E.M. *p<0.05 

as compared to vehicle treated control group; #p<0.05 as compared to 3-

nitropropionic acid treated group (One-way ANOVA followed by Tukey's test). 
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Fig. 2. Effect of Eugenol (12.5; 25; 37.5; 50 mg/kg, p.o.) on locomotor activity in 3-

nitropropionic acid (20 mg/kg, i.p.) as assessed by open field. Latency (A), 

Frequencies of locomotion (B), time of resting (C) and Rearing (D). Each value 

represents the mean±S.E.M. *p<0.05 as compared to vehicle treated control group; 

#p<0.05 as compared to 3-nitropropionic acid treated group (One-way ANOVA 

followed by Tukey's test). 
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Fig. 3. Effect of Eugenol (12.5; 25; 37.5; 50 mg/kg, p.o.) on fall off time in 3-

nitropropionic acid (20 mg/kg, i.p.) on Rotarod performance. Each value represents 

the mean±S.E.M. *p<0.05 as compared to vehicle treated control group; #p<0.05 as 

compared to 3-nitropropionic acid treated group (One-way ANOVA followed by 

Tukey's test). 
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Fig. 4. Effect of Eugenol (12.5; 25; 37.5; 50 mg/kg, p.o.) on memory performance (% 

retention) in elevated plus maze task in 3-nitropropionic acid (20 mg/kg, i.p.). Each 

value represents the mean±S.E.M. *p<0.05 as compared to vehicle treated control 

group; #p<0.05 as compared to 3-nitropropionic acid treated group (One-way ANOVA 

followed by Tukey's test). 
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Fig. 5. Effect of Eugenol (12.5; 25; 37.5; 50 mg/kg, p.o.) on lipid peroxidation in the 

substantia nigra, striatum and cortex in 3-nitropropionic acid (20 mg/kg, i.p.). Each 

value represents the mean±S.E.M. *p<0.05 as compared to vehicle treated control 

group; #p<0.05 as compared to 3-nitropropionic acid treated group (One-way ANOVA 

followed by Tukey's test). 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. Conclusão 

 



Nóbrega, R. F. Estudo do efeito neuroprotetor do eugenol em modelo experimental da Doença de Huntington 

 

71 
 

5. CONCLUSÃO 

 

 

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que: 

 

- O eugenol apresentou atividade antioxidante in vitro no teste de captura do radical 

DPPH˙, demonstrando sua capacidade em combater os radicais livres 

provavelmente por ser um composto fenólico como descrito por vários autores. 

 

- Os animais que receberam apenas o ácido 3-nitropropiônico (20 mg/kg, i.p.), 

durante sete dias, apresentaram significativa perda de peso, prejuízo motor e 

cognitvo, além de aumento da peroxidação lipídica. 

 

- O tratamento diário com eugenol (v.o.), durante os sete dias em que foi 

administrado também o 3-NP, atenuou as alterações comportamentais induzidas por 

essa neurotoxina. Também foi observado uma melhora na peroxidação lipídica. 

 

- A partir destes resultados, o eugenol surge como um agente neuroprotetor, 

existindo, assim, a perspectiva de uso no tratamento de doenças 

neurodegenerativas, como a Doença de Huntington. 
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