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Resumo

A Doenca de Parkinson (DP) é uma desordem neurodegenerativa e progressiva do
Sistema Nervoso Central, caracterizada inicialmente pela perda seletiva de
neurdnios dopaminérgicos da regido da Substancia nigra (SN). O principal
tratamento da DP consiste na administracdo cronica do precursor da dopamina, a
levodopa. No entanto, esse tratamento € apenas sintomatico e ndo é capaz de
interromper a progressdo da doenca. Devido a sua alta seletividade, peptideos
isolados da peconha de vespas representam uma alternativa relevante como
farmaco para o tratamento desta desordem. Estudos prévios realizados com o
peptideo Occidentalina-1202 (OcTx-1202), composto sintético com sequéncia
idéntica ao natural, mostraram uma potente atividade antiepiléptica e neuroprotetora.
O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antiparkinsoniana do
peptideo OcTx-1202 em trés doses (1, 2,5 e 4 mg/kg) em um modelo murino de
parkinsonismo. Para o modelo experimental, os animais foram divididos em trés
grupos experimentais: grupo 6-OHDA (animal com parkinsonismo e tratado com
solucédo veiculo), grupo OcTx-1202 (animal com parkinsonismo e tratado com o
peptideo) e grupo sadio (animal sadio e tratado com solucdo veiculo). A
administracdo da solucédo veiculo e da OcTx-1202 foi realizada pela via subcutanea
uma hora apds o insulto com a 6-OHDA e em dois outros dias consecutivos. Os
testes comportamentais realizados foram de alteracdo motora durante o periodo de
6 horas no aparelho Rotarod e comportamento rotatério apos desafio com
apomorfina. Em seguida, realizou-se uma avaliagcdo imunohistoquimica para
guantificacdo da proporcao de neurdnios viaveis na SN. Com relacédo a esse ensaio,
0 peptideo ndo foi capaz de reduzir a morte neuronal. No entanto, no teste
comportamental de alteracdo motora no Rotarod, os animais que receberam a dose
de 4 mg/kg mostraram melhora na condicdo motora apdés 30 minutos depois do
inicio do ensaio (p<0,0001). Além disso, no teste de apomorfina, ambas as doses de
2,5 e 4 mg/kg diminuiram o numero de giros (p<0,001). Isso sugere que a OcTx-
1202 possa estar agindo de forma a aliviar os sinais motores, porém 0s ensaios nao

demonstraram um efeito neuroprotetor significativo.

Palavras-chave: Doenca de Parkinson, Modelos animais, Peptideos, peconha de

vespas, 6-hidroxidopamina e neuroprotecao.
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Abstract

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative and progressive disorder of the
Central Nervous System, characterized initially by the selective loss of dopaminergic
neurons in the Substantia nigra (SN) region. The main treatment for PD is chronic
administration of the dopamine precursor, levodopa. However, this treatment is only
symptomatic and is not able to interrupt the progression of the disease. Due to their
high selectivity, peptides isolated from the venom of wasps represent a relevant
alternative as a drug for this disorder. Previous studies using the peptide
Occidentalina-1202 (OcTx-1202), a synthetic compound with a similar sequence to
natural, showed potent antiepileptic and neuroprotective activity. The objective of this
study was to evaluate the antiparkinsonian activity of the OcTx-1202 peptide in three
doses (1, 2.5 and 4 mg / kg) in a murine PD model. For the experimental model, the
animals were divided into three experimental groups: group 6-OHDA + vehicle
(animal with parkinsonism and treated with vehicle solution), group OcTx-1202
(animal with parkinsonism and treated with the peptide) and healthy group (healthy
animal and treated with carrier solution). Administration of the vehicle solution and
OcTx-1202 was performed subcutaneously one hour after the insult with 6-OHDA
and on two other consecutive days. The behavioral tests performed were motor
alterations during the 6-hour period in the Rotarod apparatus and rotational behavior
after administration of apomorphine. Subsequently, an immunohistochemical
evaluation was performed to quantify the proportion of viable neurons in the SN.
Regarding this assay, the peptide was not able to reduce neuronal death. However,
in the behavioral motor impairment test in Rotarod, animals receiving the 4 mg / kg
dose showed improvement in motor status 30 minutes after the start of the trial (p
<0.0001). In addition, in the apomorphine test both 2.5 and 4 mg / kg doses
decreased the number of turns (p <0.001). This suggests that OcTx-1202 may be
acting to alleviate motor signals, but the assays did not demonstrate a significant

neuroprotective effect.

Key words: Parkinson’s disease, Animal's model, Peptides, wasp venom, 6-

hydroxydopamine and neuroprotection.
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1. Introdugéo
1.1 Histérico da Doencga de Parkinson
Intitulada inicialmente como “paralisia agitante”, a Doenga de Parkinson (DP)

foi primeiramente descrita por James Parkinson, um médico inglés que publicou os
seus achados no ensaio denominado “An Essay on the Shaking Palsy” em 1817. Em
seus estudos, Dr. Parkinson observou 6 pacientes do sexo masculino, com idades
variando entre 50 e 72 anos, e caracterizou 0s principais sinais da doenca. A
primeira descricdo dessa desordem veio como “‘movimentos involuntarios
tremulantes, com diminuicdo da for¢ca muscular, em partes sem acdo e mesmo com
auxilio; com tendéncia para a inclinagdo do tronco para frente e com alteracdo da
marcha (festinagdo), tendo os sentidos e o intelecto ndo afetados” (para reviséo
TEIVE, 1998; JOST; REICHMANN, 2017).

Coube a Jean Martin-Charcot a denominagdo da Doenga de Parkinson, em
homenagem ao médico inglés, para a paralisia agitante. Além disso, as
contribui¢cdes de Charcot vao além de apenas a denominacéo desta desordem. Ele é
também responsavel pela definicdo dos quatro sinais cardinais da doenca, sendo
eles: bradicinesia, rigidez, tremor em repouso e instabilidade postural e, dessa
forma, estabeleceu um quadro clinico mais detalhado para a DP. Charcot também
acrescentou critérios para o diagnostico diferencial e sugeriu o primeiro tratamento
para a doenca (WALUSINSKI, 2018).

Somente no século 20, obteve-se progresso quanto ao estudo dos
mecanismos neuropatolégicos da DP. Fritz Lewy foi o responsavel por identificar as
inclusdes intracelulares, nomeadas mais tarde como Corpos de Lewy pelo
neurologista russo Konstantine Tretiakoff em sua homenagem (RODRIGUES E
SILVA et al., 2010). Além disso, Tretiakoff também foi responsavel por identificar a
principal regido afetada pela DP, sendo esta a Substancia nigra (SN) (LEES et al.,
2008). Arvid Carlsson e colegas propuseram a perda de dopamina nos ganglios da
base como razdo do desenvolvimento da DP, confirmado subsequentemente por
Oleh Hornykiewicz e outros (CARLSSON et al, 1957; BERTLER; ROSENGREN,
1959; EHRINGER; HORNYKIEWICZ, 1998).
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1.2 Aspectos gerais da Doencga de Parkinson

A DP é a segunda desordem neurodegenerativa mais prevalente, antecedida
pela Doenca de Alzheimer, caracterizada por ser cronica e progressiva e, até o
presente momento, sem tratamento curativo definido. O envelhecimento é um dos
fatores que esta diretamente relacionado com o desenvolvimento da DP
(RODRIGUEZ et al., 2015). Estima-se que a doenca afete entre 1-2% da populacéo
acima de 60 anos, aumentando a sua incidéncia com o avanco da idade. Além de
estudos apontarem para uma maior prevaléncia em homens que em mulheres
(POEWE et al., 2017).

Assim como outras doengas neurodegenerativas relacionadas com a idade, a
DP ainda apresenta etiologia desconhecida. Tanto fatores ambientais quanto
genéticos mostraram estar relacionados com o seu desenvolvimento, o que leva a
crer em um complexo de fatores responsaveis por desencadear o processo de
neurodegeneragdo, como: neurotoxinas ambientais, estresse oxidativo, disturbios
mitocondriais, excitotoxicidade, desdobramento de proteinas e sua agregacéo e
comprometimento das vias de liberacdo de proteinas e mecanismos autbnomos das
células, além de fatores genéticos e epigenéticos (MHYRE et al., 2012; MAITI;
MANNA; DUNBAR, 2017; SCHAPIRA et al., 2017).

A DP pode ter origem tanto de forma esporadica quanto por mutacdes
genéticas, sendo que essa Ultima forma representa aproximadamente 10% de todos
os casos da doenca (KARIMI-MOGHADAM et al., 2018). As formas hereditarias da
DP sao classificadas como desordens monogenéticas com heranca Mendeliana e
até entdo 18 mutacOes genéticas foram identificadas, incluindo: SNCA [a-sinucleina],
LRRK2, PARK2 [parkin], PINK1, and PARK7 [DJ-1]. Estes genes possuem um papel
importante na execucdo de diversos processos na célula e sua desregulacdo implica
no desencadeamento de uma série de fatores potencialmente patologicos para os
neurdnios, causando a neurodegeneracdo (LEVERENZ et al., 2009). Com relagéo a
forma esporadica da DP, evidéncias apontam para uma associacdo tanto entre
mutacfes genéticas como com fatores ambientais, com os mesmos genes sendo
afetados tanto nos casos de DP hereditaria quanto nos casos esporadicos (DENG et
al., 2018).
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Além disso, a DP é classificada como a desordem motora mais comum. O
diagnostico principal € dado com a manifestacdo de problemas nas fungdes
motoras, como rigidez, tremor e bradicinesia (MARSILI et al., 2018). No entanto,
sinais ndo-motores também sdo presentes na doenca e alguns deles muitas vezes
antecedem o surgimento dos classicos sinais motores (BERG et al., 2015). Os sinais
nao-motores da DP incluem comprometimento  cognitivo, sintomas
neuropsiquiatricos, disfuncdo autondmica e hiposmia (MARINUS et al., 2018;
PRELL, 2018). Além de também apresentar disfuncdo sensorial, visoespacial e
desordens do sono (POEWE et al., 2017).

Tendo em vista a complexidade associada a sintomatologia, etiologia e
neuropatolégica da DP, essa doenca vem sendo reconhecida como uma desordem
multissistémica e multifacetada, afetando diversos circuitos além do dopaminérgico,
como o serotoninérgico, noradrenérgico e colinérgico (AARSLAND et al., 2018).
Dessa forma, estudos mais detalhados acerca da DP se fazem necessarios, uma
vez que contribuirdo no desenvolvimento de novas terapias que sejam capazes de

tratar esta desordem.

1.3 Neuropatologia da Doenca de Parkinson

A DP apresenta dois principais fatores neuropatologicos: a) A perda seletiva
de neurdnios dopaminérgicos da regido da substancia nigra pars compacta (SNpc),
localizado no mesencéfalo e b) achados citoplasmaticos de inclusdes neurais de
corpo de Lewy, composto principalmente de agregados fibrilares de a-sinucleina
(RIZEK et al., 2016).

A morte de neurdnios dopaminérgicos da SNpc representa a causa
fundamental para o desenvolvimento da sintomatologia da doenca. A principal via
afetada pela perda seletiva dessas células € a nigroestriatal, responsavel pelo
controle da atividade motora (POWERS et al., 2017). Dessa forma, a queda na
liberacdo de dopamina na regido do caudado e putamen do estriado € responséavel
pelo aparecimento dos principais sinais motores da doenca (rigidez, instabilidade
postura, tremor em repouso e bradicinesia) (MAGRINELLI et al., 2016). Estima-se
ainda que estes sinais sO sejam aparentes apos perda de 60% dos neurbnios
dopaminérgicos da SN (GROSCH et al., 2016).
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O aparecimento de corpos de Lewy também desempenha um papel
importante na neurodegeneracdo e progressdo da DP. Estas inclusdes
citoplasmaticas sao compostas principalmente de agregados protéicos de a-
sinucleina, uma proteina de 140 residuos de aminoacidos encontrada na membrana
de sinapses nervosas, mitocondrias e nucleo (ABELIOVICH et al., 2000). Sua funcéo
fisiologica ainda ndo é bem elucidada, porém acredita-se que a a-sinucleina possa
agir na plasticidade sinaptica, no transporte vesicular e na liberacdo de
neurotransmissores (DIKIY; ELIEZER, 2012; STEFANIS, 2012).

A atividade neurotdxica da a-sinucleina esta relacionada com a formacéo de
seus agregados proteicos. Os monbémeros dessa proteina unem-se formando
oligdbmeros e subsequentemente fibrilamentos insoluveis, que agem desencadeando
efeitos toxicos nas células e levando a neurodegeneracéao (KIM; LEE, 2008; MELKI,
2015). O acumulo de agregados dessa proteina pode ter multiplas causas, podendo
ter relagdo com o aumento na produgédo de a-sinucleina ou pela desregulacdo das
vias do proteassoma e lisossoma (GANGULY et al., 2017). Além disso, mutacdes
em genes especificos também estdo relacionadas com a formacao de agregados
fibrilares de a-sinucleina, como é o caso de algumas formas hereditarias da DP
(ZENG et al., 2018).

Sugere-se ainda que a neurotoxicidade desencadeada pela a-sinucleina seja
através de sua capacidade de interferir no transporte de proteinas, causando
comprometimento do sistema de autofagico e da fungcdo mitocondrial dos neurénios
(ZHANG et al.,, 2018). Os agregados de a-sinucleina também podem estar
relacionados com o aumento da inflamacdo nas areas afetadas pela DP, como

alguns estudos apontam em modelos animais (MCCANN et al., 2016).

Além disso, estudos propdem para uma possivel atividade pridnica dos
fibrilamentos de a-sinucleina. Esta hipotese sugere que esses agregados formados
no interior dos neurdnios, podem ser transmitidos para outras células por meio de
vias intra-axoniais. Uma vez que estes fibrilamentos sdo espalhados para outras
células, eles promovem a formacdo de novos agregados protéicos e desencadeiam
uma série de processos neurotdoxicos (ANGOT et al., 2010; BRUNDIN et al., 2010).

Dessa forma, os mecanismos patologicos causados pelo acumulo destas proteinas
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conferem tanto atividade neurotoxica quanto de capacidade de propagacdo entre

neurdnios saudaveis.

1.4 Mecanismos de neurodegeneracédo sugeridos na Doenca de
Parkinson
Visto que a DP é considerada uma desordem idiopética e progressiva, € de
vital importdncia a compreensdo de seus provaveis mecanismos de
neurodegeneracdo. Dessa forma, estudos implicam para uma correlacdo entre
diversos mecanismos patoldgicos que integram o desenvolvimento desta desordem,
como: neuroinflamacgéao, disfuncdo mitocondrial, estresse oxidativo e a desregulacéo

do sistema de degradacéo de proteinas.

1.4.1 Neuroinflamacao

A resposta neuroinflamatéria é um evento de fundamental importancia para a
manutenc¢ao das fungdes e controle da homeostase no cérebro humano. No entanto,
a superativacao da inflamac&o pode apresentar riscos contra 0s neurdnios, podendo
desencadear um processo de neurodegeneracdo. Nesse sentido, um dos fatores
gue mais descrevem a neuropatologia de desordens neurodegenerativas, em
especial a DP, é a neuroinflamacéo crénica e o estimulo microglial (BLOCK; HONG,
2007; GLASS et al., 2010; WANG et al., 2015). Estudos clinicos e néo-clinicos ja
demonstram uma correlacdo entre aumento da resposta imune com O
desenvolvimento da DP (AMOR et al., 2014)

A inflamacé&o no tecido nervoso promove a ativacdo da microglia e astrocitos,
células imunes residentes do cérebro responsavel pela manutencdo do tecido
nervoso. Esse estimulo leva a liberacdo de quimiocinas e citocinas pré-inflamatorias,
além do aumento nas concentracfes de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(RANSOHOFF, 2016). Esses fatores sdo responsaveis por causarem efeitos
neurotoxicos, além de contribuirem para o estabelecimento da resposta imune
adaptativa pela ruptura na barreira hemato-encefalica (VIVEKANANTHAM et al.,
2015)

Acredita-se que um dos fatores responsaveis pela ativacdo microclial seja a

liberacdo de neuromelanina, um subproduto do catabolismo das catecolaminas, no
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espaco extracelular pelos neurdnios dopaminérgicos degenerados (HIRSCH; VYAS,
2012). Outro fator que pode estar relacionado com a exacerbacdo da resposta
neuroinflamatéria é a formacédo de agregados proteicos de a-sinucleina. Estudos in
vitro realizados com a micréglia de ratos mostraram um aumento na ativacdo dessas
células quando em contato tanto com agregados de a-sinucleina quanto com sua
forma nao agregada (ZHANG, 2005; GLASS et al., 2010; KIM et al.,, 2013;
ROODVELDT et al., 2013)

Contudo, sugere-se que a neuroinflamagcdo n&o seja o fator principal
desencadeante da DP e que, ao invés disso, assista na sua progressao. Além disso,
estudos apontam que a desregulacdo da resposta imune seja um evento presente
durante o envelhecimento e que, de certa forma, isso contribua para a formacéao de
um ambiente favoravel para o desenvolvimento de doencas neurodegenerativas
(FERRUCCI et al., 2005; ALVAREZ-RODRIGUEZ et al., 2012)

1.4.2 Disfungcdo mitocondrial

Assim como em outras doencas neurodegenerativas, a perda da funcao
mitocondrial € um dos fatores caracteristicos da DP (SUBRAMANIAM; CHESSELET,
2013; CONNOLLY et al., 2017). A principal funcdo da mitocondria € o metabolismo
energético a partir da fosforilagdo oxidativa, produzindo o trifosfato de adenosina
(ATP), sendo amplamente encontrada em tecidos com alta demanda enérgica, como
0 cérebro e os musculos (RANGO; BRESOLIN, 2018).

A mitocondria também €& considerada a principal fonte de producédo de
espécies reativas de oxigénio, o que a confere alta toxicidade, podendo estar ligada
com a perda seletiva de neurénios dopaminérgicos na DP. Além disso, pacientes
portadores da DP possuem reducdo da atividade do complexo 1 da mitocondria,
como evidenciado em tecidos isolados desses pacientes (SCHAPIRA, 2007; BOSE;
BEAL, 2016).

Uma das principais evidéncias que contribuem para a correlagcdo entre a
disfuncdo mitocondrial e o desenvolvimento da DP € a neurotoxina 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP), um inibidor do complexo | da mitocondria. A

exposicado acidental ao MPTP por viciados em drogas nos anos 80 levou-os ao
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desenvolvimento de um quadro irreversivel de parkinsonismo (LANGSTON et al.,
1983).

Além disso, o acumulo de agregados proteicos de a-sinucleina esta
diretamente ligado com a perda da funcdo mitocondrial. Um de seus mecanismos
neurotoxicos esta relacionado com a desregulacdo na atividade do complexo I, o
que leva ao aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio e, assim,
contribuindo com a neurodegeneracdo. Além disso, muitos dos genes ligados a
qguadros de DP hereditaria estdo diretamente ou indiretamente associados com a
perda da funcdo mitocondrial, o que contribui para o melhor conhecimento sobre a
patogénese molecular da DP (para revisdao AMMAL KAIDERY; THOMAS, 2018).

1.4.3 Estresse oxidativo

Outro mecanismo patoldgico responsavel pela neurodegeneracdo envolvida
na DP € o estresse oxidativo. A desregulacdo da manutencéo fisiologica do potencial
redox nos neurdnios desencadeia uma seérie de eventos toxicos para a célula,
interferindo em seus processos biologicos e, consequentemente, levando a morte
celular (VERA DIAS, EUNSUNG JUNN, 2014).

O aumento na producdo e acumulo de espécies reativas de oxigénio nos
neurdnios esta diretamente relacionado com outros mecanismos patologicos da DP,
como a disfuncédo mitocondrial e a neuroinflamacao (POEWE et al., 2017). Cérebros
post mortem de pacientes mostram marcadores de dano oxidativo e metais de
transicdo, como o ferro, especialmente na regido da SN (SOFIC et al.,, 1988;
JENNER; OLANOW, 1996).

Além disso, o aumento no metabolismo de dopamina, acumulo de ferro,
peroxidacdo lipidica e o processo de envelhecimento também estdo relacionados
com o aumento de espécies reativas do oxigénio e, assim, contribuindo para a
neurodegeneracdo na DP (MANOHARAN et al., 2016). O acumulo de agregados
proteicos de a-sinucleina também representa um papel patolégico central no
desencadeamento de estresse oxidativo (GANGULY et al., 2017). No entanto, ainda
ndo esta claramente evidenciado se o estresse oxidativo € o evento desencadeante

da neurodegeneracdo ou apenas consequéncia de outro mecanismo patoldgico.
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1.4.4 Excitotoxicidade Glutamatérgica

O sistema glutamatérgico € composto pelo neurotransmissor glutamato (L-
glutamato) e receptores ionotropicos (iGIuRs): Cainato (KA), a-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazol propionato (AMPA) e N-metil-D-aspartato (NMDA), associados a
canais catidnicos seletivos; e os receptores metabotrépicos (mGIluRs 1-8) acoplados
a proteina G, que desempenham mecanismos de respostas intracelulares
(MARTINEZ-LOZADA; ORTEGA, 2015). O glutamato € o principal neurotransmissor
excitatério do SNC e € amplamente distribuido pelo encéfalo (REINER; ISACOFF,
2014).

A manutencdo do sistema glutamatérgico é de suma importancia para
preservacdo da homeostase e funcéo cerebral normal, uma vez que o desequilibrio
dessa via desencadeia uma série de processos danosos ao SNC (ARUNDINE;
TYMIANSKI, 2003; KEW, 2004). Além disso, alteracdes nesse sistema podem
desempenhar um papel importante no desenvolvimento e progressdo de doencas
neurodegenerativas, como a Doenca de Parkinson e Doenca de Alzheimer (MEHTA
et al., 2013). Desse modo, sugere-se que 0s receptores ionotropicos (iIGIURs) do tipo
NMDA e os receptores (MGIuRs) do grupo | sdo os responsaveis por desencadear a
excitotoxicidade mediada por glutamato (ARUNDINE; TYMIANSKI, 2003; KEW,
2004).

De fato, os receptores de NMDA parecem desempenhar um papel importante
na neuropatologia de doencas neurodegenerativas, visto que esses receptores séo
bastante permeaveis ao Ca®*. Dessa forma, 0 aumento na concentragéo de calcio
intracelular pela superativacdo dos receptores de NMDA culmina numa série de
eventos danosos para os neurbnios, como ativacdo da sintese de oOxido nitrico, a
geracdo de radicais livres, apoptose e disfuncdo mitocondrial (CHEN et al., 2000;
MARK et al., 2001; LEE et al., 2009; MEHTA et al., 2013).

Além disso, o0 aumento do influxo de célcio também € responsavel pela
ativacdo de enzimas cinase-c e enzimas reguladas pela calmodulina (calpainas e
fosfolipases). Essas proteinas desencadeiam uma série de eventos destrutivos para

0s neurbnios como o rompimento da membrana celular e, consequentemente,
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ativacdo da neuroinflamacédo, assim como na degradacdo de proteinas neuronais
estruturais (LIPTON; ROSENBERG, 1994; SCHWAB; MCGEER, 2008).

1.4.5 Comprometimento do sistema de autofagia

O processo de autofagia € um mecanismo celular que tem como funcdo
primordial a verificacdo da viabilidade das células. A autofagia ocorre pelo
direcionamento de moléculas intracelulares danificadas ou desnecessarias para a
célula para o lisossomo, onde ocorre a degradacdo e reciclagem. Sao trés os
principais mecanismos que compdem este processo, a) macroautofagia, b)
microautofagia e c) autofagia mediada por chaperonas, que se diferem pela via a
gual entregam as moléculas para o lisossomo (MOORS et al., 2016; PLAZA-
ZABALA et al., 2017). Dessa forma, no encéfalo, o comprometimento do sistema de
autofagia representa um dos mecanismos patologicos principais de doencas
neurodegenerativas, em especial a DP. O acumulo indiscriminado de agregados
proteicos, em especial da a-sinucleina, esta intimamente ligado com a alteracao
deste sistema, levando, assim, ao desencadeamento de uma seérie de fatores

responsaveis pela neurodegeneracdo (GHAVAMI et al., 2014).

Além disso, formas hereditarias da DP que estdo ligadas a mutacbes nos
genes PINK1 e PARK estdo associadas com o comprometimento do sistema de
autofagia. Estas proteinas apresentam papel essencial na via de transporte das
moléculas marcadas para o lisossomo (WHITWORTH; PALLANCK, 2017).

Tendo em vista estes fatores, a desregulacdo do mecanismo de autofagia
pode estar relacionada diretamente com o inicio e progressédo da DP, tendo impacto
na formacdo da a-sinucleina e, por consequéncia, na perda de neurdnios

dopaminégicos da SNpc e comprometimento da funcdo motora.

1.5 Modelos animais da Doenca de Parkinson

Tendo em vista que a DP representa uma desordem complexa, sem uma
causa ainda definida e podendo apresentar perfil de quadro tanto esporadico quanto
familiar, uma melhor compreensdo em relagdo aos mecanismos moleculares da DP
torna-se necessaria, considerando-se 0 aumento na incidéncia e baixa

disponibilidade de tratamentos eficazes.
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Dessa forma, modelos animais da DP apresentam importancia significativa
nos estudos acerca desta desordem, uma vez que contribuem no desenvolvimento
de tratamentos mais eficazes, além de proporcionar estudos mais detalhados com
relacdo aos aspectos da doenca. Estes modelos visam mimetizar as caracteristicas
patoldgicas e fenotipicas gerais da DP a partir da administracao sistémica ou local
de neurotoxinas especificas para neurdnios dopaminérgicos da via nigroestriatal em
mamiferos (primatas ou roedores) (BLANDINI; ARMENTERO, 2012). No entanto, o0s
atuais modelos experimentais in vivo ndo representam o quadro complexo da DP, e,
por isso, sdo mais encaixados como causadores de um quadro de Parkinsonismo,

desordem similar que replica os aspectos gerais da doenca.

O MPTP é considerado um dos modelos mais classicos da DP, pois possui
capacidade de atravessar a BHE, podendo ser administrada de forma sistémica, e
apresenta toxicidade seletiva para neurdnios dopaminérgicos da SN. Uma vez no
cérebro, o MPTP ¢ transformado no ion 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP™) pela enzima
monoamino oxidade B (MAOB), que confere a toxicidade a essa molécula. Em
seguida, o MPP" é transportado para o interior de neurdnios dopaminérgicos, onde
age inibindo o complexo | da mitocondria e desencadeando uma série de processos
gue levam ao estresse oxidativo e, consequentemente, a morte neuronial (para
revisdo ver JACKSON-LEWIS et al., 2012). Este modelo experimental é de grande
relevancia, uma vez que além de representar o fenétipo motor caracteristico da DP,
também teve grandes implicacdes no envolvimento da disfuncdo mitocondrial com a

doenca.

Outro modelo animal de DP também muito utilizado resulta da administracao
de 6-hidroxidopamina (6-OHDA), um andélogo hidroxilado da dopamina. Seu
mecanismo patoldgico esta ligado ao aumento de espécies reativas do oxigénio no
neurdnio, além de também inibir o complexo | da mitocondria mitocondrial. Porém,
diferente do MPTP, a 6-OHDA né&o possui capacidade de atravessar a BHE e, por
isso, tem que ser administrado diretamente na SNpc ou no estriado. Apos a injecéo
local dessa neurotoxina, a 6-OHDA é transportada para o interior dos neurénios
pelos transportadores de dopamina (DAT), onde € auto-oxidada levando ao extresse

oxidativo e a morte celular (SHIMOHAMA et al., 2003). Geralmente, 0 modelo de 6-
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OHDA é usado para lesao unilateral, causando um quadro de hemiparkinsonismo no

animal.

Uma das principais vantagens com rela¢do ao uso da 6-OHDA € o fato dessa
toxina causar eliminacao previsivel de neurénios dopaminérgicos, cerca de 60% de
neurdnios contendo tirosina hidroxilase (TH) de rato ou camundongo (BLANDINI et
al, 2008). Além de também fornecer um fenétipo comportamental similar ao da DP.

Porém, tanto o modelo de 6-OHDA quanto o de MPTP, por gerarem quadros
de parkinsonismo, nao séo capazes de simular a DP. Uma vez que ndo séo capazes
de replicar a formagdo de agregados intracelulares de a-sinucleina, um dos
principais fatores neuropatolégicos da DP.

Em contrapartida, a rotenona, um herbicida/inseticida altamente lipofilico
também usado para modelos animais de DP, consegue replicar quase todas as
caracteristicas patoldgicas da doencga, incluindo alteracdo comportamental,
agregados fibrilares de a-sinucleina, alteragdo comportamental, inflamacé&o inibicao
do complexo 1 da mitocondria, extresse oxidativo e problemas gastrointestinais
(GREENAMYRE et al., 2010). Porém, a desvantagem no uso desse modelo é devido
a sua inconsisténcia em reproduzir quadros de parkinsonismo satisfatorios nos
animais. Além de apresentar alta toxicidade para outros 6érgdos e alguns estudos
mostrarem que a rotenona pode causar degeneracdo em outras populagbes de
neurdnios, podendo levar a outros padrdes de doencas e, assim, dificultar o
desenvolvimento de um tratamento neuroprotetor confiavel (para revisdo BLANDINI;
ARMENTERO, 2012).

Outros modelos de DP também muito utilizados na realizacdo de
experimentos sdo 0s genéticos, que buscam reproduzir condi¢cdes patoldgicas
similares as desenvolvidas por quadros hereditarios da DP (LE et al., 2014). A
importancia desses modelos advém da possibilidade de identificacdo de alvos
terapéuticos para tratar a doenca, uma vez que as mutacdes sobre esses genes
desempenham um papel importante na neuropatologia da DP. Porém, muitos dos
modelos genéticos realizados em roedores nao replicaram a neurodegeneracao

nigroestriatal presente na DP, possivelmente devido aos animais apresentarem
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outros mecanismos compensatérios que prevejam o surgimento do parkinsonismo
(para reviséo ver JACKSON-LEWIS; BLESA; PRZEDBORSKI, 2012).

Dessa forma, tanto os modelos animais de DP de toxinas quanto os genéticos
apresentam grande relevancia nos estudos sobre essa desordem e contribuem no
desenvolvimento de novas ferramentas terapéuticas. Assim, o uso das toxinas
fornece uma melhor visdo sobre a degeneracdo nigroestriatal, além de replicar de
forma consistente as caracteristicas sintomatolégicas da DP, enquanto os modelos
genéticos proporcionam uma compreensao melhor acerca dos mecanismos

moleculares da DP, principalmente para os casos hereditarios da doenca.

1.6 Tratamento farmacoldgico para a Doenca de Parkinson

Como relatado anteriormente, a principal caracteristica neuropatologica da DP
€ a perda seletiva de neurénios dopaminérgicos da SNpc, levando a uma queda na
producdo de dopamina e, consequentemente, comprometendo a via nigroestriatal
(POWERS et al., 2017). Dessa forma, os principais farmacos desenvolvidos até hoje
para a DP se baseiam na tentativa de restabelecer a neurotransmissao

dopaminérgica na regiao, na tentativa de aliviar os sinais da doenca.

O primeiro farmaco desenvolvido para o tratamento da DP foi a Levodopa (L-
DOPA), um precursor da dopamina capaz de atravessar a barreira hematoencefalica
(BHE) (BIRKMAYER; HORNYKIEWICZ, 1962). Até hoje, a L-DOPA ainda é
considerada a primeira linha de tratamento da DP. O principal objetivo desse
farmaco € o alivio sintomatico motor, uma vez que age aumentando os niveis de
dopamina nos neurbnios remanescentes ou aumentando o fluxo de dopamina nas

sinapses da via nigroestriatal.

A L-DOPA deve ser administrada junto com a carbidopa ou benserazida,
farmacos inibidores da monoamino oxidase B (MAO-B). Esta associacéo
farmacoldgica confere uma diminuicdo nos efeitos adversos periféricos, além de
aumentar o tempo de meia vida da L-DOPA, impedindo que ela seja degradada na
parede do intestino delgado (RAY CHAUDHURI et al., 2016). Tanto a carbidopa
guanto a benserazida ndo possuem a capacidade de atravessar a BHE e, por isso,
agem exclusivamente nos 6rgaos periféricos (AQUILONIUS; NYHOLM, 2017).
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No entanto, o uso prolongado da L-DOPA, em pacientes com quadros
avancados da DP, pode levar ao desenvolvimento de efeitos adversos severos,
como a discinesia e flutuagcdes motoras (DEVOS et al., 2013). Estes efeitos estéo
geralmente associados com o aumento da concentracdo de dopamina e da prépria
levodopa no tecido nervoso, e afeta de forma negativa a qualidade de vida do
paciente (CALABRESI et al., 2010).

Outras classes de farmacos também sdo usados como alternativas no
tratamento da DP, como os agonistas dopaminérgicos (apomorfina e bromocriptina),
inibidores da MAO-B (selegilina and rasagilina), inibidores da catecol-O-
metiltransferase periférica (COMT) (entacapona e tolcapona) inibidores da
acetilcolinesterase (AchE) (galantamina) (SZETO; LEWIS, 2016); antagonistas
glutamatérgicos dos receptores NMDA (amantadina) (GONZALEZ et al., 2015);
farmacos anticolinérgicas (benzatropina e triexifenidil) (PEREZ-LLORET et al.,
2016), e mais recentemente um pré-farmaco norepinefrina chamado Droxidopa
(HAUSER et al., 2016). Porém, estes medicamentos também sdo usados apenas

para o alivio sintomatico e ndo impedem o avanco da DP.

1.7 A peconhade vespas

Venenos e peconhas de animas sdo o resultado de milhdes de anos de
pressdao evolutiva, que levaram ao desenvolvimento de moléculas com alta
especificidade e afinidade a receptores moleculares com grande potencial
farmacologico. O repertorio extraordinariamente diverso dessas secrecdes de
animais evoluiu como uma ferramenta de predacdo e defesa e, por isso, séo
frequentemente associados a atividade no sistema nervoso e cardiovascular, com a
capacidade de interferir em uma série de processos fisioldgicos e bioguimicos vitais
(FRY et al.,, 2009). Tal efeito neurolégico disruptivo pode ser atribuido a sua
capacidade de modular sinapses, agindo com notavel poténcia e seletividade em

varios alvos biologicos, incluindo receptores, canais idnicos e enzimas.

As neurotoxinas também sdo amplamente encontradas nas peconhas de
vespas (MORTARI et al.,, 2007b) e sua atividade estd relacionada com a
interferéncia na atividade sinptica de células do SNC, podendo alterar atividades
excitatérias ou inibitorias de neurbnios. Geralmente, essas moléculas sédo

pertencentes a classe dos peptideos ou das acilpoliaminas, podendo atuar como
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agonista ou antagonista de receptores ionotrépicos ou metabotrobicos, como o0s
glutamatérgicos (BELEBONI et al.,, 2004; MELLOR; USHERWOOD, 2004,
PIMENTA,; DE LIMA, 2005; MORTARI et al., 2007b). Dessa forma, esses compostos
demonstram alta especificidade e afinidade para substratos neurais, 0 que possibilita
um alto potencial como farmaco modelo e para o seu uso como tratamento de
desordens neuroldgicas (SCHWARTZ et al., 2012)

Nesse sentido, o uso de peconhas de animais representa uma alternativa
promissora no tratamento de doencas neurodegenerativas, em especial a DP. Visto
gue muitas dessas desordens nado apresentam um tratamento que melhore
significativamente o seu quadro fisiopatoldégico, sendo utilizados comumente
farmacos destinados apenas para o alivio sintomatico. Tal € o caso do peptideo
Occidentalina-1202 (OcTx-1202), uma molécula bioativa constituida por 9 residuos
de aminoéacidos e sequéncia similar ao peptideo natural isolada da peconha da
vespa Polybia occidentalis. Em estudos anteriores, a OcTx-1202 demonstrou um
potente efeito anticonvulsivante dose-dependente contra crises induzidas por acido
cainico (CARNEIRO, 2013). Dessa forma, o peptideo possivelmente age
desenvolvendo uma protecéo contra a excitacdo excessiva dos neuronios, de forma
a impedir a morte celular e, por conseguinte, pode ser uma nova e promissora

alternativa farmacoldgica para a DP.

Nesse contexto, o presente trabalho tem como objetivo a avaliacdo do efeito
neuroprotetor da OcTx-1202, através da sua administracao por via subcutanea (s.c)
em um modelo murino de Parkinsonismo induzido por 6-OHDA. O composto
peptidico apresenta a capacidade de atravessar a BHE (CARNEIRO, 2013), o que

Ihe atribui a vantagem pela facilidade na forma de administracao.
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2. Objetivos
2.1 Objetivo geral

Avaliacao do efeito neuroprotetor do peptideo OcTx-1202 por administracao

via subcutanea, apés inducdo de um quadro de Parkinsonismo pela neurotoxina 6-

OHDA em um modelo murino.

2.2 Objetivos especificos

Avaliacao do efeito do peptideo OcTx-1202 no desempenho motor de
camundongos ap0s leséo intraestriatal por 6-OHDA.
Avaliacdo da atividade neuroprotetora da OcTx-1202 no teste de
rotacdo contralateral ap6s desafio com Apomorfina.
Avaliacao do efeito neuroprotetor do peptideo atrelado a quantificacéo

de neurdnios dopaminérgicos marcados com imunofluorescéncia.
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3. Material e métodos

O peptideo Occidentalina-1202 (OcTx-1202; sequéncia: Glu-GIn-Tyr-Met-Val-
Ala-Phe-Trp-Met-NH2) (Mortari, 2007) foi sintetizado pela empresa Biointech® com
sequéncia igual ao natural. As doses da OcTx-1202 foram administradas por via
subcutéanea em camundongos (Mus musculus) machos Swiss com idade de 5 a 7
semanas e com peso variando entre 20 a 35 g, em 3 administragcdes consecutivas:
1h, 72h e 120h apds o insulto com a 6-OHDA. Os animais foram adquiridos do
biotério do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia e mantidos
em condi¢cbes controladas de luz (ciclo de 12 horas claro e escuro) e temperatura
(23 °C), recebendo agua e racdo ad libitum. A manipulagdo dos animais seguiu 0s
Principios Eticos na Experimentacdo Animal — Conselho Nacional de Controle de
Experimentagcdo Animal (CONCEA, 1991), seguindo a lei AROUCA 11794. Além
disso, o presente projeto foi submetido e aprovado pelo CEUA-UnB protocolo
UnBDoc n°® 79100/2014 (Anexo 1).

3.1 Determinacdo dos grupos experimentais

Os animais foram separados em trés grupos diferentes para a execucdo dos
experimentos. O grupo controle negativo, chamado de grupo 6-OHDA, em que 0s
animais receberam a infusdo de 6-OHDA (40 pg/animal, solubilizada em solucéo
veiculo: dgua e acido ascorbico 0,2%) via intraestriatal e foram tratados com 100 pL
da soluca PBS com 20% DMSO por via subcutanea. O grupo sadio, que recebeu a
solucdo veiculo (agua e acido ascorbico 0,2%) via intraestriatal, ao invés da 6-
OHDA, e foram tratados com 100 pL da solucdo PBS 20% DMSO por via
subcutéanea. O grupo tratado com o peptideo Occidentalina-1202, chamado de
Grupo OcTx-1202, que recebeu a infusdo da 6-OHDA (40 ug/animal, solubilizada em
veiculo: agua e acido ascérbico 0,2%) e foram tratados com o composto peptidico

nas doses de 1, 2,5 e 4 mg/kg de animal por via subcutanea (s.c).

3.2 Procedimento cirargico para inducdo do hemiparkinsonismo
em modelo murino de 6-OHDA
Para a elucidacdo do efeito antiparkinsoniano da OcTx-1202 in vivo, um
procedimento neurocirargico foi estabelecido a fim de induzir o parkinsonismo nos
camundongos a partir da infusdo intraestriatal da neurotoxina 6-OHDA, conforme a
descricdo a seguir (ALVAREZ-FISCHER et al., 2008; DA CONCEICAO et al., 2010).
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Os camundongos foram primeiramente anestesiados com uma injecao
intraperitoneal de cloridrato de Ketamina (Dopalen, Ceva®, 75 mg/kg, intraperitoneal
— i.p.) e Xilazina (Anasedan, Ceva®, 15 mg/kg, i.p.) e apods a verificacdo da sua
insensibilidade a estimulos nociceptivos, os animais foram colocados em um
aparelho estereotaxico para o inicio do procedimento cirdrgico. Apos a fixacdo do
animal no estereotaxico, foi realizada a assepsia e tricotomia, com o auxilio de uma
tesoura, administrou-se o cloridrato de lidocaina com hemitartarato de norepinefrina
(Lidostesim, Densply®, subcutaneo - sc), um anestésico local com vasoconstrictor,
e, entdo, a pele foi removida para a exposi¢cao do cranio (Figura 1-A). Em seguida,
foram realizadas as medidas estereotaxicas necessdrias para 0 correto
posicionamento da agulha de injecdo da 6-OHDA na regiéo do estriado esquerdo, de
acordo com as seguintes coordenadas estereotaxicas em relacdo ao ponto do
Bregma: 0 mm (antero-posterior), + 2,5 mm (meso-lateral) e — 3,5 mm (dorso-
ventral) (PAXINOS; FRANKLIN, 2004). Apos a marcacdo do lugar de injecao, foi
realizada uma perfuracdo na regido com o uso de uma broca (Dremel®), por onde
os camundongos receberam uma injecdo de 4 pl de 6-OHDA(Sigma, Brasil,
40ug/animal da base livre) ou veiculo (dgua e acido ascoérbico 0,2%) diretamente na
regido do estriado (Figura 1-B). Nessa etapa, foi utilizado um sistema de infusao,
formado por um tubo de polietileno acoplado a uma seringa de precisdo (Hamilton®)
de 10 yl e uma bomba de infusdo (Insight, Brasil), com uma taxa de injecdo de 0,5
MI/min. Ao término do procedimento, a regido de exposi¢do do cranio do animal foi
revestida com o acrilico dental autopolimerizante para protecdo e os camundongos
foram mantidos no biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de
Brasilia, sob as condicbes anteriormente relatadas. Apés a recuperacdo da
anestesia e durante todo o protocolo experimental, os animais receberam soro
glicosado 5% (Equipex®), por via s.c. e agua e racdo pastosa por via oral a fim de

garantir a sobrevivéncia dos mais enfraquecidos pelo procedimento cirdrgico.
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Figura 1: Procedimento neurocirirgico. Em A: exposi¢cdo do cranio e da linha do
bregma. B: Lesado estriatal dopaminérgica com infusdo de 40 pg/4ul de 6-OHDA
diretamente no estriado esquerdo utilizando uma bomba de infusdo com um fio de

polietileno acoplado a uma seringa Hamilton de 10 pl (Biolchi, 2018).

3.3 Administracao das doses do peptideo OcTx-1202

O peptideo Occidentalina-1202 ou veiculo foram administrados por via s.c. nas
doses de 4, 2,5 e 1 mg/kg. A primeira dose foi administrada 1h (1° dia), a segunda
72h (3° dia) e a terceira 120 h (5° dia) apds o insulto com a 6-OHDA. Vale ressaltar

gue a administracdo do peptideo deu-se sempre no mesmo horario (Figura 2).

Lesdo com 6-OHDA
(Estriado)
12 Tratamento 22 Tratamento 32 Tratamento
ouveiculo ouveiculo ouveiculo
Dias apo
1 2 3 4 5 6 7 pos
alesdo

Figura 2: Esquema ilustrativo do delineamento experimental utilizado para a
administracdo dos peptideos ou veiculo em estudo. No primeiro dia, os animais
receberam uma injegdo intraestriatal de 40 ug/4ul de 6-OHDA. Os compostos foram
administrados por via s.c. 1h, 72h e 120 h apés a infusdo de 6-OHDA (Biolchi, 2018).

3.4 Ensaios comportamentais
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Com a finalidade de avaliar a coordenagcéo motora dos animais, a habilidade
de se manterem em uma barra giratoria foi testada, a partir da quantificacdo do
tempo de permanéncia de cada camundongo no aparelho Rotarod (Insight, Brasil).
Esse aparelho consiste de uma barra metdlica cilindrica giratéria de 5 cm de
diametro com rotacéo constante de 20 rotagdes por minuto.

Um dia antes do procedimento cirirgico, os animais foram submetidos a um
treino de corrida de 300 segundos no Rotarod, 5 vezes e com média de descanso de
5 minutos entre as corridas. No dia seguinte, os animais foram novamente colocados
no aparelho e os que conseguiram permanecer por mais de 300 segundos foram
selecionados para o procedimento cirargico. Os camundongos que ndo conseguiram
permanecer no Rotarod por um minimo de 300 segundos foram descartados do

experimento.

3.4.1 Avaliacdo do desempenho motor no aparelho Rotarod

Este teste consiste na avaliacdo do desempenho da coordenagdo motora em
um aparelho de rotacdo Rotarod. No quinto dia apds a lesédo foi realizado o teste de
coordenacao motora ao longo de 6 horas, nos seguintes tempos: 0, 15, 30, 45, 60,
90, 120, 150, 180, 210, 240, 300 e 360 minutos no aparelho Rotarod, com o objetivo
de quantificar o tempo de permanéncia na barra giratéria pelos camundongos
(Figura 3)

3.4.2 Ensaio de comportamento rotatorio apos desafio de apomorfina

Neste teste, os animais receberam uma injecdo subcutdnea do agonista
dopaminérgico apomorfina (5 pg/animal - Sigma). Apos a inje¢do, 0s animais foram
colocados em uma arena de 30 cm de diametro para a habituag¢édo durante 5 minutos
e filmados por mais 15 minutos por uma camara acoplada a um computador. Este
teste tem como finalidade a verificacdo do numero de rotacdes contralaterais e
ipsilaterais exibidas pelo animal e determinacdo do seu grau da lesdo. O

experimento foi realizado no 7° dia apos a lesé@o por 6-OHDA (Figura 3).
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Figura 3. Esquema geral ilustrativo do delineamento experimental. A administragéo
dos peptideos ou veiculo em estudo e 0s ensaios comportamentais foram realizados
durante os sete dias de experimento. No primeiro dia, os animais receberam uma
injecéo intraestriatal de 6-OHDA (40 ug/4 ul). O teste de permanéncia por 6 horas
ocorreu no quinto dia apos a lesdo. No sétimo dia, foi realizado o teste de
comportamento rotatério apos desafio com a apomorfina seguindo para a histologia
(Biolchi, 2018).

3.5 Perfuséo e histologia

Apoés a administracdo dos compostos e da avaliacdo comportamental, os animais
foram eutanasiados por via i.p. (intraperitoneal) com tiopental sodico (1g) e em
seguida perfundidos por via transcardiaca inicialmente com 50 ml de solucédo salina
a 0,9% seguida de 50 ml de solucdo de uma solucao fixadora de formaldeido a 4%
por 24 horas. ApoOs este periodo, os cérebros foram colocados em solucdo de
sacarose a 30% (tampéao fosfato 0,1M, pH 7,4) por 48 horas e em seguida foram
seccionados horizontalmente, cada corte com 30 pm de espessura utilizando-se um
vibratomo (KD-400 Vibration Microtome, Zhejiang Jinhua Kedi Instrumental). Os
cortes coronais seriados foram selecionados de acordo com o atlas (PAXINOS;
FRANKLIN, 2004). Apo6s a identificacdo, os cortes foram colhidos sequencialmente
em compartimentos e colocados em solucao anti-freezing para a realizacéo do teste

de imunofluorescéncia.

3.6 Deteccdes pelatécnica de imunohistoquimica

34



3.6.1 Avaliacéo da viabilidade de neurdnios reativos a tirosina hidroxilase

Para a determinacdo da reatividade de neurbnios dopaminérgicos contra a
tirosina hidroxilase (TH) foi realizada a quantificacdo pela técnica de
imunohistoquimica. Sendo assim, foram utilizados anticorpos primarios policlonais,
contra tirosina hidroxilase produzidos em coelho (Abcam®, EUA), em uma diluicéio de
1:1000 e o anticorpo secundario policlonal (Abcam® EUA) produzido em cabra
contra IgG — H&L de coelho com o fluoroforo Alexa flior-488 em uma diluicdo de
1:400.

Os cortes foram lavados em solucdo tampéao salina-fosfato (PBS), duas vezes
por 10 minutos e permeabilizados na mesma solu¢cdo com 0,8% Triton X-100 por 1
hora. Em seguida, foram realizadas trés lavagens com tampao salina-fosfato e os
cortes foram colocados em uma solugao bloqueadora “Protein Block” (1% BSA, 10%
leite desnatado, 0,3 M de glicina, 0,1%Tween 20) por 1 hora. Posteriormente, as
fatias foram incubadas com o anticorpo primario a 4 °C, sob agitacdo constante por
48 horas.

Apés a incubacéo, os cortes foram novamente lavados com solugdo tampao
salina-fosfato e incubados novamente, porém agora com o anticorpo secundario, na
concentracdo de 1:400 diluido em tampéo salina-fosfato + 1% BSA a temperatura
ambiente e sobre agitacdo constante por 3 horas no escuro. Por ultimo, foram feitas
trés lavagens de 4 minutos cada no escuro e as laminas foram montadas com o
Fluorescente Média 4,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) (20 ml) (Abcam®, EUA). Para a
montagem das laminas, uma gota do DAPI foi colocada em cima de cada corte e
deixado a temperatura ambiente por 5 minutos, antes de colocar as laminulas e

vedar com esmalte incolor.

3.6.2 Analise por microscopia de epifluorescéncia

Os cortes obtidos pelo método de dupla marcacdo foram analisados
utilizando-se um microscopio epifluorescente (Leica DM 2000, Alemanha). As
fotomicografias foram documentadas no aumento de 20X. O local analisado

corresponde a regido da SN, dividido em citoplasma celular reativo a TH que
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apresentaram a emissdo de coloracdo em verde e 0s nucleos que apresentam a
coloragcédo em azul (LI; ZHOU, 2013) (Figura 4).

Para a quantificagdo da leséo foi utilizada a contagem dos neurdnios reativos
a TH na regido da SN. Para esta contagem, foram usadas de 2-3 fatias cerebrais de
cada grupo. Foram considerados como neurdnios viaveis aqueles que continham
seus citoplasmas e nucleos que emitiam a fluorescéncia (Figura 4). Os resultados
foram analisados na propor¢cao de neurdnios presentes na regido lesada em relagéo

ao lado sadio do corte.

| Sadio/ Alexa Flior 488 nm | |_sSadio/Dapi__| |_Sadio/ Sobreposicéo |

Substdncia Nigra

Figura 4 (Biolchi, 2018): Imagem demonstrativa para quantificacdo de neurdnios
reativos a TH na regido da SN. Consideraram-se 0s neurbnios que continham os
citoplasmas que emitiam a fluorescéncia em verde (Sadio/Alexa fluor-488) e os
nudcleos marcados a partir de um meio de montagem Fluorescente Média com DAPI
(Sadio/DAPI). Dupla marcacédo dos neurdnios com citoplasmas em verde e nucleos

em azul (Sadio/ Sobreposicao).

3.7 Anaéalise estatistica

A analise estatistica dos dados experimentais obtidos foi realizada por meio
do software GraphPad Prism® 7.0 (San Diego, CA, USA). Para valores

estatisticamente significantes foi considerado p<0,05.

Para grupos com mais de duas amostras foi utilizada a andlise de variancia
(ANOVA) de uma via, seguido do teste de Tukey, para distribuicdes normais de
variancia semelhante, considerando-se significativos os valores de p<0,05 e o poés-

teste Bartlett.
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Os resultados com distribuicdo normal e com duas variaveis foram
submetidos ao teste de andlise de varidncia de medidas repetitivas de duas vias
(two-way ANOVA), sendo utilizado o Bonferroni como pés-teste.
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4. Resultados
4.1 Avaliacdo do desempenho motor no aparelho Rotarod
No quinto dia ap6s a lesdo induzida pela 6-OHDA, os animais foram

submetidos a um teste de avaliacdo de coordenacdo motora, que consiste na
analise de permanéncia no aparelho Rotarod em 13 tempos distintos ao longo de 6
horas. O teste inicia-se 30 minutos apds a terceira administracdo do peptideo e os
seguintes intervalos de tempo sdo analisados: 0, 15, 30, 45, 90, 120, 150, 180, 210,
300, 360 min. O tempo maximo de permanéncia dos animais no aparelho é de 300
segundos e o tempo minimo é de 1 segundo.

Os resultados mostraram que houve diferenca significativa entre os grupos
[Two-way ANOVA: [Fu30 = 13,04; p<0,0001] seguido do pos-teste Bonferroni. Com
relacdo as doses da Occidentalina-1202, ndo houve diferenca significativa entre as
menores doses testadas (1 e 2,5 mg/kg) com o grupo 6-OHDA + veiculo, mas o
grupo 6-OHDA manteve-se significativamente por menos tempo no equipamento
guando comparado ao grupo sadio. A dose de 4 mg/kg também n&do demonstrou
diferenca significativa com relacdo ao grupo 6-OHDA + veiculo, porém, os animais
mostraram melhora na coordenacdo motora 30 minutos apos o inicio do teste
(Figura 5).
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Figura 5: Efeito dos tratamentos no teste de permanéncia 6 horas. Tempo em
segundos que os animais permaneceram no Rotarod para 13 avaliacdes diferentes
apos a lesédo. Grupos controles: 6- OHDA+ veiculo (6-OHDA, n= 6) e grupo Sadio
(Sadio, n = 8). Grupo OcTx-1202 (1 mg/kg (n=6), 2,5 mg/kg (n=8), 4mg/kg (n=6)
Tratamentos com diferencas significativas **** (p < 0,0001) em relacdo ao grupo
controle 6-OHDA (Two-way ANOVA: [F,30 = 13,04; p<0,0001]).

4.2 Avaliacdo do comportamento rotatério apés desafio com
apomorfina
No sétimo dia apés a inducédo de parkinsonismo nos animais, foi realizado o
teste de inducdo de comportamento rotatério apos desafio com apomorfina. Esse
ensaio consiste na contagem de giros ipsilaterais e contralaterais dos animais apos
a injecdo subcutanea do agonista dopaminérgico apomorfina. Os animais do grupo
sadio ndo apresentam comportamento rotatorio, enquanto os animais do grupo 6-

OHDA + veiculo apresentam uma quantidade elevada de giros.

Neste ensaio, 0s resultados mostraram que houve diferenca significativa entre
0 grupo sadio e 6-OHDA + veiculo [One-way ANOVA: [Fu430 = 9,254; p<0,0001],
com relacdo ao numero de giros dos animais. Os animais tratados com a
Occidentalina-1202 na dose de 1 mg/kg apresentaram menos giros quando
comparados com o grupo 6-OHDA + veiculo, porém essa diferenca néo foi

significativa. O pos-teste demonstrou que o peptideo na dose de 2,5 mg/kg
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apresentou menor nimero de rotacdes sendo significativamente diferente do grupo
6-OHDA + veiculo (p<0,0001). O grupo tratado com a OcTx-1202 na dose de 4
mg/kg também mostrou uma quantidade de giros menor que o grupo 6-OHDA +
veiculo, sendo significativamente diferente (p<0,001) (Figura 6).
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Figura 6: Comportamento rotatorio apdés desafio com apomorfina (agonista
dopaminérgico) injetado por via s.c. (5 ug/animal) em camundongos previamente
injuriados com 6-OHDA. Grupos controles: 6-OHDA+ veiculo (6-OHDA, n= 8) e
Sadio (Sadio, n = 6). Grupo OcTx-1202 (1 mg/kg (n=6), 2,5 mg/kg (n=8), 4 mg/kg
(n=7) Grupos com diferencas significativas ** (p < 0,01) em relacdo ao grupo
controle 6-OHDA + Veiculo (One-way ANOVA: [F,30) = 9,254; p<0,0001]).

4.3 Avaliacdo dos neurdnios dopaminérgicos viaveis na regiao
da Substancia negra
A andlise de neurénios dopaminérgicos viaveis da regidao da SN foi realizada
seguindo a proporcado de neurdnios preservados no lado lesionado (esquerdo) em
relacdo ao lado sadio (direito), considerando-o como 100%. A técnica utilizada neste
ensaio foi a de imunofluorescéncia, que se baseia na imunomarca¢do da enzima
tirosina hidroxilase (TH), presente em neurbnios dopaminérgicos. As células
marcadas emitem uma coloracdo citoplasmatica esverdeada, indicando o corpo

celular, e uma coloracao nuclear azulada.
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No teste One-way ANOVA seguido do pos-teste Tukey, observou-se uma
diferencia significativa entre as porcentagens de neurénios dos grupos 6-OHDA +
veiculo e sadio [F(,29=4,606; p=0,0053]. As trés doses usadas no tratamento foram
capazes de preservar a proporcdo de neurdnios, porém os valores nao
apresentaram diferenca significativa com relacdo ao grupo 6-OHDA + veiculo. Além
disso, as doses de 1, 2,5 e 4 mg/kg apresentaram uma porcentagem relativa de
neurbnios similares e também nédo obtiveram diferenca significativa com relagdo ao

grupo sadio (Figura 7-10).
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Figura 7. Determinacdo pela porcentagem de neurdnios dopaminérgicos viaveis
imunoreativos a TH em fatias cerebrais da regidao SN. Grupos controles: 6-OHDA+
veiculo (6-OHDA, n=8) e Sadio (Sadio, n=6). Grupo OcTx-1202 1 mg/kg (n=4), 2,5
mg/kg (n=8), 4mg/kg (n=6) Grupos com diferencas significativas ** (p < 0,01) em
relacdo ao grupo controle 6-OHDA + Veiculo (One-way ANOVA seguido do pos-
teste Tukey [F,20=4,606; p=0,0053]).
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Figura 8: Imagem representativa com marcacdo dos neurdnios dopaminérgicos
reativos a enzima TH. A: Grupo 6-OHDA (40 ug/animal) do lado sadio e em B

neurdnios imunomarcados do lado lesado; C: Grupo tratamento OcTx-1202 4 mg/kg

com a imagem do lado sadio e em D do lado lesado.
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| 6-OHDA (40ug/animal) I | Occidentalina (2,5 mg/kg) |
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Figura 9 Imagem representativa com marcagcdo dos neurbnios dopaminérgicos
reativos a enzima TH. A: Grupo 6-OHDA (40ug/animal) do lado sadio e em B
neurdnios imunomarcados do lado lesado; C: Grupo tratamento OcTx-1202 2,5

mg/kg com a imagem do lado sadio e em D do lado lesado.
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| 6-OHDA (40ug/animal) | | Occidentalina (1 mg/kg)

ladoSadio
Substancia Nagra
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Figura 10: Imagem representativa com marcagdo dos neurbnios dopaminérgicos
reativos a enzima TH. A: Grupo 6-OHDA (40ug/animal) do lado sadio e em B
neurdnios imunomarcados do lado lesado; C: Grupo tratamento OcTx-1202 1 mg/kg

com a imagem do lado sadio e em D do lado lesado.
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5. Discusséao

Tendo em vista 0 aumento na incidéncia de doencas neurodegenerativas,
principalmente entre os idosos, o desenvolvimento de novas terapias eficazes para
essas desordens se faz necesséario. Compostos extraidos de peconhas representam
uma alternativa interessante, uma vez que essas moléculas sdo caracterizadas por
apresentarem um repertorio vasto de atividades biolégicas. Em especial, peptideos
bioativos apresentam caracteristicas relevantes, podendo agir tanto como agentes
neuroprotetores como moduladores de resposta imunoldgica (SILVA et al., 2015).
Muitas dessas doencas, como a DP e Doenca de Alzheimer, apresentam
caracteristicas patoldgicas complexas que envolvem uma série de mecanismos
distintos, como a formacdo de agregados proteicos e 0 aumento da resposta
neuroinflamatoria (GANGULY et al., 2017). Assim, esses compostos representam
alternativas promissoras no delineamento de farmacos para o tratamento de

doencas neurodegenerativas, em especial a DP.

Nesse sentido, uma série de experimentos vem sendo realizados com o
intuito de investigar peptideos bioativos com potencial atividade neuroprotetora e /ou
neuroresgatadora. A peconha bruta da abelha Apis mellifera (Apitoxina) mostrou
resultados notaveis em estudos realizados com o objetivo de tratar a DP(CHO et al.,
2012; SILVA et al., 2015; AWAD et al., 2017). A aplicacdo da peconha bruta dessa
abelha como medicina tradicional tem suas origens desde a antiga China e Grécia
(SON et al., 2007). Seus usos baseavam-se na aplicacdo para o alivio de dor e
tratamento de doencas inflamatdrias crénicas, como a artrite reumatodide (LEE et al.,
2001). Além disso, sugere-se que a apitoxina apresente varias caracteristicas
farmacoldgicas, como propriedades antiinflamatorias, antimutagénicas,

antinociceptivas e radioprotetoras (CORNARA et al., 2017).

Dessa forma, varios estudos experimentais ja evidenciaram a potencial
atividade da apitoxina como modulador neuroinflamatério e agente neuroprotetor.
Chung e colaboradores (2012) relataram a sua capacidade em aumentar a
proporcao de células T reguladoras CD4 * CD25 * Fosp3 (Tregs) no modelo de
inducdo de DP pela neurotoxina MPTP (CHUNG et al., 2012). Kim e colaboradores
(2016) mostraram o efeito neuroprotetor da apitoxina, uma vez que reduziu a

ativacdo de astrécitos em um modelo murino de DP subcrénico induzido por MPTP
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(KIM et al., 2016). Além disso, nesse mesmo modelo murino de DP, a peconha da
Apis mellifera também foi capaz de manter a porcentagem de neurdnios reativos a
tirosina hidroxilase no SNpc e atenuar a resposta microglial, demonstrando sua
atividade antineuroinflamatéria e neuroprotetora (KIM et al.,, 2011). O uso da
apitoxina para o tratamento da DP j& se encontra em fase de estudos clinicos (CHO
et al., 2012; DOO et al., 2015)

Outro composto que também vem sendo bastante estudado para o tratamento
da DP é o peptideo exendina-4, extraido da saliva do Heloderma suspectum
conhecido como monstro de Gila (ENG et al., 1992). Esse peptideo € composto por
39 residuos de aminoacidos e um de seus efeitos esta associado com a ligacao ao
receptor GLP-1 (glucagon-like peptide 1). Esses receptores sdo encontrados
distribuidos no SNC e estudos indicam que a sua ativacdo esta envolvida na
neurogénese (GOKE et al., 1993; PARTHSARATHY; HOLSCHER, 2013), redugéo
da neuroinflamacdo e do estresse oxidativo (INOUE et al., 2015; LI et al., 2016b),
inibicdo da apoptose (CHANG et al., 2016; LI et al., 2016a) e aumento da
plasticidade sinaptica (PORTER et al., 2013; IWAI et al., 2014).

Dessa forma, ensaios realizados em modelos in vitro (LI et al., 2009, 2010) e
in vivo (BERTILSSON et al., 2008; HARKAVYI et al., 2008; KIM; MOON; PARK,
2009) demonstraram uma atividade neuroprotetora apos a administracdo de
Exenatide (peptideo sintético similar a exendina-4) em modelos de DP. Além disso,
o0 Exenatide ja se encontra em fase de pesquisa clinica como potencial tratamento
em pacientes portadores da DP (AVILES-OLMOS et al., 2013a, 2013b).

A peconha e alguns peptideos isolados de vespas ja foram identificados com
potencial acdo no SNC, podendo agir como antinociceptivos e anticonvulsivantes. A
peconha desnaturada da vespa Polybia ignobilis, quando injetada por via
intracerebro ventricular (i.c.v) foi capaz de proteger contra crises epilépticas
induzidas por trés convulsivantes quimicos diferentes em ratos. Além disso, também
foi evidenciada afinidade dessa peconha com receptores GABAérgicos e
glutamatérgicos (SIQUEIRA CUNHA et al., 2005). O peptideo Thr®-bradicinina,
isolado da peconha da Polybia occidentalis, mostrou promissora atividade

antinociceptiva dose e tempo dependente, em que se observou que o composto foi 4
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vezes mais potente que a bradicinina e 3 vezes mais potente que a morfina
(MORTARI et al., 2007a).

Outra peconha de vespa que também demonstrou potencial atividade sobre o
SNC foi a extraida da vespa social Agelaia vicina (familia Vespidae). Pizzo e
colaboradores (2000) demonstraram que essa peconha foi capaz de diminuir a
captacdo de GABA e de glutamato em sinaptossomas de cortices cerebrais de rato
de maneira ndo-competitiva (PIZZO et al., 2000). Dois peptideos foram identificados
a partir da peconha da vespa Agelaia vicina. O primeiro, chamado de AvTx8 (40
pmol/rato), foi identificado como modulador da resposta de aversdo a partir do
bloqueio de receptores GABA do coliculo superior (DE OLIVEIRA et al., 2005). O
segundo peptideo, chamado AvTx7, apresentou atividade sobre o glutamato,
diminuindo a sua captacdo de maneira ndo-competitiva. Dessa forma, o peptideo
aumenta a liberacdo deste neurotransmissor, possivelmente através da ligagcéao

sobre canais de potassio (P1ZZO et al., 2004).

Até o momento, poucos estudos foram realizados com relacdo a atividade
antiparkinsoniana de peptideos isolados da peconha de vespas. Para tanto,
considerando o vasto repertério de atividades biolégicas que essas peconhas podem
apresentar, o desenvolvimento de farmacos com base nesses compostos se torna

uma alternativa atrativa para o tratamento de desordens neurodegenerativas.

O peptideo OcTx-1202, isolado da peconha da vespa Polybia occidentalis, é
um composto com potencial atividade terapéutica para doencas neuroldgicas.
Estudos realizados com esse composto mostraram sua potencial atividade
antiepiléptica, podendo também apresentar uma atividade neuroprotetora contra a
neurodegeneracdo (MORTARI, 2007). Além disso, estudos mais recentes também
determinaram a atividade antiepiléptica dose-dependente do peptideo sintético
OcTx-1202, sequéncia similar ao composto natural, em modelo de crises induzidas
pelo acido cainico em roedores (CARNEIRO, 2013). O acido cainico € um agonista
de receptores para o glutamato dos tipos cainato/AMPA que podem provocar crises
ténico-clonicas generalizadas quando injetados por via i.c.v.(DE DEYN et al., 1992).
Além disso, um dos principais mecanismos de neurodegeneracédo relacionados ao

acido cainico é a excitotoxicidade glutamatérgica (ZHU et al., 2011).
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Tendo em vista que um dos mecanismos patologicos sugeridos na DP é a
excitotoxicidade glutamatérgica (MEHTA et al.,, 2013), o fato da OcTx-1202 ter
apresentado evidéncias de atividade neuroprotetora sobre um modelo de inducéo de
crises epilépticas por acido cainico, pode sugerir a capacidade do peptideo em agir
sobre esse mecanismo. Portanto, a OcTx-1202 representa uma alternativa

interessante como farmaco para o tratamento da DP

Assim sendo, o0 seguinte trabalho teve como objetivo a avaliacao
antiparkinsoniana do peptideo OcTx-1202 em modelo murino da DP, por meio de
dois ensaios comportamentais e uma avaliacdo imunohistoquimica. Para tanto, os
experimentos realizados objetivaram analisar a capacidade do composto em
proteger os neurénios dopaminérgicos contra a morte e sua capacidade em aliviar

0s sintomas motores causados pela neurotoxina 6-OHDA.

A escolha do modelo de 6-OHDA para a inducdo do parkinsonismo foi devido
principalmente a sua alta seletividade para provocar a morte neuronal na regido da
SN (BLANDINI; ARMENTERO, 2012). Outra vantagem é o fato dessa neurotoxina
causar lesdo unilateral, afetando apenas um hemisfério cerebral do animal, no caso,
o esquerdo. Dessa forma, esse modelo possibilita uma analise quanto a capacidade
do composto estudado em interferir na progressdo de perda dos neurdnios
dopaminérgicos, permitindo o uso do hemisfério contralateral a lesdo como controle.
Assim, o0 modelo de inducdo do parkinsonismo pela neurotoxina 6-OHDA usada
neste trabalho mostrou-se eficiente, uma vez que os animais do grupo 6-OHDA +
veiculo apresentaram alteracdes significativas em relacdo ao grupo sadio em todos

0s ensaios realizados.

O primeiro experimento selecionado para avaliacdo antiparkinsoniana do
peptideo OcTx-1202 foi o teste de alteracdo motora durante o periodo de 6 horas no
aparelho Rotarod. Esse ensaio tem a finalidade de identificar a melhora na atividade
locomotora dos animais, avaliando o equilibrio dindmico; a coordenag¢do motora; o
planejamento motor; a aprendizagem motora e as condi¢des fisicas gerais (PINTO;
KO, 2012). Os dados obtidos neste experimento indicaram que as duas menores
doses testadas da OcTx-1202 ndo foram capazes de melhorar a atividade motora
dos animais. No entanto, os animais tratados com a maior dose mostraram uma

melhora no quadro locomotor 30 minutos depois do inicio do teste. Isso indica que,
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nessa dose, 0 peptideo pode apresentar o seu pico de acdo em 1 hora, quando
administrado pela via s.c., podendo agir de forma a aliviar os sinais motores. Vale
ressaltar que na terceira administracdo do peptideo, os animais recebem a OcTx-
1202 trinta minutos antes do inicio deste ensaio. A administragcdo do composto é
realizada trés vezes, em trés dias diferentes e sempre no mesmo horario, sendo a
primeira 60 minutos ap0s o procedimento neurocirirgico e a segunda e terceira

administracdes no terceiro e quinto dia respectivamente apdés o insulto.

Interessantemente, estudos realizados por Biolchi (2013) mostraram que a L-
DOPA apresenta efeitos similares de pico de descoordenacdo motora quando
aplicada sobre o mesmo protocolo de experimento. Nesse estudo, 0s animais
lesionados pela 6-OHDA foram tratados pela via intraperitoneal com a L-DOPA,
recebendo duas doses diarias do farmaco no turno matutino e vespertino junto com
a Benzerazida, inibidor periférico da enzima MAO-B (BIOLCHI, 2013).

Sabe-se que em modelos in vivo de hemiparkinsonismo com administracao
de L-DOPA, os animais podem desenvolver discinesias por meio de
comportamentos hipercinéticos e distbnicos. Segundo Cenci & Crossman (2018), o
aumento na liberacdo de dopamina no corpo do estriado, pela administracéo da L-
DOPA em modelos animais de DP, esta relacionado com a reproducdo de
movimentos involuntarios (CENCI; CROSSMAN, 2018).

Além disso, Lundblad (2004) avaliou a indu¢cdo de movimentos involuntarios
anormais pelo tratamento crénico de L-DOPA, em um modelo de administracao de
6-OHDA nas regides do feixe prosencefalico medial e do estriado de camundongos.
O estudo demonstrou que nos testes de desempenho motor, as doses de 6mg/kg e
de 8mg/kg de L-DOPA foram capazes de gerar movimentos involuntarios da pata
dianteira contralateral a lesdo (LUNDBLAD et al., 2005).

Dessa forma, a OcTx-1202 pode ter agido de forma a aliviar os sinais motores
causados pela 6-OHDA. Porém, assim como a L-DOPA, apo0s esse efeito ter se
atenuado, o peptideo pode ter levado ao desenvolvimento de movimentos
discinéticos, ja que 0s animais voltaram a ter uma piora ho quadro motor apos 0 pico

de acao.
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O segundo ensaio selecionado neste trabalho foi o de indugcdo de
comportamento rotatério apés a administracdo do agonista dopaminérgico
apomorfina. Nesse experimento, os animais lesionados unilateralmente tendem a
apresentar giros contralaterais devido a diferenca na proporcdo de neurdnios
dopaminérgicos na regido da SN. Dessa forma, este método fornece uma
sinalizagdo fidedigna com relagdo ao grau da lesdo induzida no animal
(SCHWARTING; HUSTON, 1996). Alem disso, o teste de apomorfina também avalia
a capacidade do composto estudado em proteger 0s neurdnios contra a morte

celular.

Nesse experimento, observou-se uma reducdo drastica com relacdo ao
numero total de giros dos animais que receberam a dose intermediaria e maior dose
da OcTx-1202, quando comparado com o grupo 6-OHDA + veiculo. No entanto, nos
camundongos que receberam a menor dose do peptideo, o tratamento ndo foi
eficaz, visto que a quantidade de giros ndo apresentou diferenca significativa com o
grupo 6-OHDA + veiculo. Dessa forma, em ambas as doses de 2,5 e 4 mg/kg, a
OcTx-1202 possivelmente foi capaz de preservar os neurdnios dopaminérgicos da

SN e as enervagdes para o estriado.

O ultimo experimento realizado foi o de imunofluorescéncia, que consiste na
determinacdo de neurénios dopaminérgicos viaveis na regido da SN. A vantagem
deste ensaio € que ele possibilita uma complementacdo com relacdo aos ensaios
comportamentais de avaliacdo neuroprotetora. Kim e colaboradores (2016)
avaliaram a atividade neuroprotetora da peconha bruta da abelha Apis mellifera pela
guantificacdo de neurbnios dopaminérgicos por essa mesma técnica em modelo
murino de MPTP da DP. Nesse estudo, foi possivel identificar um aumento de 78%
dos neurénios na regido da SNpc quando comparado com 0s animais saudaveis
(KIM et al., 2016).

No entanto, no seguinte trabalho foi possivel observar que apesar do aumento
da porcentagem de neurénios reativos a TH nos grupos tratados com a OcTx-1202,
essa diferenca ndo obteve significancia quando comparado ao grupo controle. Além
disso, o0 niamero de neurbnios dopaminérgicos apresentado pelos animais tratados

em todas as doses foi menor que o grupo sadio. Dessa forma, o peptideo OcTx-
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1202 nao foi capaz de reproduzir uma atividade neuroprotetora consistente no
modelo murino de hemiparkinsonismo da 6-OHDA.

Portanto, apesar da OcTx-1202 né&o ter apresentado atividade neuroprotetora
significativa, o peptideo ainda foi capaz de aliviar os sinais motores, como foi
evidenciado no teste de permanéncia de 6 horas no aparelho Rotarod com o uso da
maior dose (4 mg/kg). Além disso, o perfil similar da OcTx-1202 com a L-DOPA
observado nesse ensaio, sugere que 0 peptideo possa apresentar efeitos
neurotéxicos de inducdo de movimentos discinéticos nos animais. Ainda assim,
novos experimentos serdo realizados a fim de se ter evidéncias mais claras com
relac@o as atividades farmacoldgicas da OcTx-1202 e avaliar atividade neurotoxica
do peptideo.
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Conclusoes



6. Conclusdes

Neste estudo, constatou-se que o peptideo Occidentalina-1202 demonstrou
um efeito antiparkinsoniano relevante, uma vez que ambas as maiores doses (2,5 e
4 mg/kg) foram capazes de diminuir o numero de rotacBes contralaterais
apresentados pelos animais. No entanto, no teste de marcagdo dos neurdnios
dopaminérgicos, o composto ndo foi capaz de demonstrar uma protecao significativa
das células. Além disso, segundo o teste de alteracdo motora 0s animais que
receberam a maior dose da OcTx-1202 obtiveram uma melhora inicial no quadro

motor, sugerindo um alivio nos sinais motores.

Dessa forma, novos testes ainda precisam ser realizados com a finalidade de
avaliar possiveis atividades neurotoxicas do composto e para se ter evidéncias mais

claras com relagéo as atividades antiparkinsoniana da OcTx-1202.
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