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Resumo

A Doenga de Parkinson (DP) é uma doenga neurodegenerativa implacdvel e fatal,
progressivamente debilitante e que causa uma série de prejuizos para os seus
portadores, tanto econémicos quanto sociais e psicoldgicos. As principais caracteristicas
patoldgicas da DP sdo a degeneracdo de neurdnios dopaminérgicos dos Nucleos da Base,
em especial da Substancia Negra (SN), e a presenca de corpos de inclusdo eosinéfilos no
citoplasma dos neurénios, os chamados Corpos de Lewy. A auséncia de medicamentos
aprovados para uso em humanos capazes de modificar a progressao da doen¢a, somada
aos efeitos adversos associados as terapias existentes, traz urgéncia no
desenvolvimento tanto de novas ferramentas no estudo da DP quanto de novos
tratamentos mais eficazes ou que modifiguem o curso da doenca. Este trabalho teve
como objetivo, portanto, avaliar a atividade antiparkinsoniana do peptideo sintético
Neurovespina, andlogo a um peptideo isolado de vespa social, no modelo murino da
Doenca de Parkinson por injecdo unilateral intraestriatal da neurotoxina 6-OHDA. Foram
utilizados ensaios para avaliar, apds trés administracdes do peptideo e durante 22 dias,
o efeito de trés diferentes doses da Neurovespina. Para tal finalidade, foram realizados
0s seguintes procedimentos: avaliagdo do comprometimento motor no equipamento
RotaRod, avaliagdo sensério-motora no teste de remocdo de fita, teste de rotagdes
induzidas por apomorfina, além da marcagdo imunoistoquimica da enzima tirosina
hidroxilase (TH) na regido da SN (e da regido VTA anexa a SN) e de projecdes
dopaminérgicas na regido do estriado (Densidade Otica estriatal). Avaliando-se o
comprometimento motor dos animais por meio da afericao da laténcia de queda dos
animais no aparelho RotaRod, o tratamento com Neurovespina nas doses de 7mg/kg e
de 4mg/kg resultou em uma diminuicdo do comprometimento motor induzido pela
administracdo de 6-OHDA, de forma persistente ao longo de todo o periodo
experimental. Na avaliagdo sensitivo-motora, somente foi possivel observar diferengas
significativas do grupo Sadio e o tratado com 4mg/kg em comparagdo com o grupo
Lesado no ultimo dia de experimento. O teste de rotagdes induzidas por apomorfina
demonstrou diferenca significativa somente entre os controles Sadio e Lesado, além de
uma leve diminuicdo na média de rotagbes do grupo tratado com 7mg/kg (ndo
significativa). Na andlise de neurdénios THr remanescentes (porcentagem em relacdo ao
lado contralateral) na SN, foi observada diferenca significativa entre as médias do
tratamento com 4mg/kg e o controle Lesado, indicando ag¢do neuroprotetora do
peptideo em neurbénios dopaminérgicos nessa dose. O mesmo, entretanto, ndo foi
observado para a regido VTA, tdo pouco para a analise Densidade Otica. Estes dados
mostraram que a administracdo do peptideo Neurovespina na dose de 4mg/kg foi capaz
ndo sé de diminuir a descoordenacdo motora gerada pela infusdo intraestriatal de 6-
OHDA como também foi capaz de proteger os neurbnios dopaminérgicos da SN, se
mostrando uma potencial ferramenta para o estudo da DP e potencial farmaco-modelo
para o desenvolvimento de novas moléculas neuroativas.

Palavras-chave: Doenga de Parkinson, neurodegeneragao, 6-OHDA



Abstract

Parkinson's Disease (PD) is a relentless, progressively debilitating and fatal
neurodegenerative disorder that causes both economic, social and psychological
damage in patients with this disorder. The main pathological features of PD are the
degeneration of dopaminergic neurons of the basal ganglia, especially the Substantia
Nigra (SN), and the presence of eosinophilic inclusion bodies in the cytoplasm of
neurons, the so-called Lewy bodies. In addition to the fact that there is no drug
approved for use in humans able to modify the progression of the disease, the standard
treatment for PD is associated with several adverse effects. This scenario brings urgency
in the development of new tools for the study of PD, as well as new treatments that are
more effective and able to modify the course of degeneration. Therefore, this study
evaluated the antiparkinsonian activity of the synthetic peptide Neurovespina,
analogous to a peptide isolated from a social wasp, in the murine model of PD by
intrastriatal unilateral injection of the neurotoxin 6-OHDA. For this purpose, several
assays were conducted, after three administrations of the peptide and for 22 days, to
assess the effect of three different doses of Neurovespina. For such purposes, the
following procedures were performed: assessment of motor impairment on the
RotaRod equipment, motor-sensory evaluation in the adhesive tape removal test,
apomorphine induced rotations test and immunohistochemical labelling of the enzyme
tyrosine hydroxylase (TH) of the SN (and VTA region near the SN) and dopaminergic
projections into the striatum region (striatum Optical Density). Evaluating motor
impairment by measuring the animal’s latency to fall in the RotaRod apparatus,
Neurovespina at the doses of 7mg/kg and 4 mg/kg resulted in a decrease of the motor
impairment induced by the administration of 6-OHDA. Moreover, this effect was
persistent throughout the experimental period. In the sensory-motor evaluation by the
tape removal test, significant difference between the group treated with 4 mg/kg and
the Lesioned group was observed only in the last of three evaluations. The
apomorphine-induced rotations test showed a significant difference only between the
Sham and Lesioned controls, plus a slight decrease in the average rotations of the group
treated with 7 mg / kg (not significant). Analysis of the remaining THr neurons in SN
showed significant difference between the treatment with 4 mg / kg and the Lesioned
control, indicating a neuroprotective action of the peptide on dopaminergic neurons at
this dose. In account of the VTA region and striatal Optical Density, there was no
difference between the Lesioned group and the treatments. These data showed that the
administration of the Neurovespina peptide at a dose of 4 mg/kg not only reduced the
motor impairment generated by intrastriatal infusion of 6-OHDA, but also protected
dopaminergic neurons in the SN. This indicates Neurovespina as a potential tool for the
study of PD and a potential template molecule for the development of novel neuroactive
compounds.

Key words: Parkinson’s Disease, neurodegeneration, 6-OHDA



1. Introducgao

1.1- Histodrico, epidemiologia e sintomatologia da Doenca de Parkinson

A Doenca de Parkinson (DP) é uma desordem neuroldgica que foi primeiramente
descrita pelo médico James Parkinson (1817) em seu trabalho intitulado “An Essay on
the Shaking Palpsy”, no qual descreveu os principais sinais motores desta doenga, que
posteriormente foi batizada em sua homenagem (para revisdo ver Jankovic, 2008). E a
segunda doenca neurodegenerativa mais frequente em adultos, estando atrds apenas
da Doenca de Alzheimer, afetando cerca de 5 milhGes de pessoas no mundo (Dorsey et

al., 2007).

O principal fator de risco associado a DP é a idade (Van Den Eeden et al., 2003),
estimando-se que a prevaléncia seja de aproximadamente 1% na populagdo acima de
60 anos, podendo alcangar 4% acima de 80 anos (de Lau e Breteler, 2006). Além disso,
até 80% dos pacientes com DP podem sofrer concomitantemente de deméncia
(Aarsland et al., 2008), fator associado a um aumento no risco de mortalidade desses

pacientes (Levy et al., 2002).

As principais caracteristicas patoldgicas da DP s3o a degenera¢dao de neurdnios
dopaminérgicos dos Nucleos da Base, em especial da Substancia Negra (SN), e a
presenca de corpos de inclusdo eosindéfilos no citoplasma de neurénios tanto da SN
guanto de outras regides, os chamados Corpos de Lewy (Braak et al., 2003). A perda de
neurdnios dopaminérgicos, consequentemente, leva a uma diminui¢do dos niveis desse
neurotransmissor na regido do estriado, o que estda associado aos sinais motores
cardinais da doenca, que sdao a bradicinesia (lentiddo anormal dos movimentos), a
rigidez muscular, o tremor em repouso e a instabilidade postural. Estima-se que os
sintomas motores surjam quando ha uma diminuicdo de cerca de 50-60% dos neurénios
da SN e denervagdo de 70-80% para o estriado (Agid, 1991), sendo que o diagndstico se
da pela avaliacdo desses sintomas motores, ja que ainda ndo existem biomarcadores

efetivos para o diagndstico da DP (Schapira, 2013).

Uma série de sintomas ndao motores também estdo associados a DP, os quais

aparecem principalmente em estagios mais avancados da doenca, quando ha



pronunciada degeneragdao celular envolvendo outras regides encefalicas, afetando
assim o equilibrio de outras neurotransmissdes, particularmente as de glutamato,
acetilcolina, noradrenalina e serotonina (Braak et al., 2003). No entanto, para uma
parcela dos pacientes, alguns sintomas ndo motores podem ocorrer antecipadamente
as manifestacdes motoras, tais como reducdo da capacidade olfativa, distlrbios de
sono, declinio cognitivo e depressdo (Chaudhuri e Schapira, 2009, Siderowf et al., 2012).
Estudos de imagem por tomografia computadorizada funcional (PET-scan), por
exemplo, estimam que a perda de neurdnios dopaminérgicos se da de forma
exponencial e com inicio aproximado de seis anos antes do diagndstico (Hilker et al.,
2005), deixando clara a importancia desse periodo pré-motor para o diagndstico da DP

e para um tratamento mais efetivo.

Quanto a etiologia, a DP pode se apresentar em uma de duas principais formas,
a idiopatica ou a familiar. A forma idiopatica, que corresponde a maioria dos casos de
DP e cuja manifestacdo dos sintomas se da entre a quinta e a sexta década de vida, ndo
apresenta uma causa especifica delimitada, acreditando-se que essa forma resulte da
interacdo de multiplos fatores patoldgicos, tanto genéticos quanto ambientais (OMS,
2006). Por sua vez, a forma familiar estd associada a mutacdoes com padrdo de heranca
mendeliana afetando grupos familiares (Schiesling et al., 2008) e, em geral, as primeiras
manifestagdes dos sintomas acontece precocemente em comparagdo com a forma
idiopdtica, antes dos 50 anos (Hawkes, 2008). Entretanto, as formas familiares da DP sdo

raras, correspondendo somente a 5-10% dos casos (Lesage e Brice, 2009).

Dentre os genes ja associados a forma familiar da DP, os genes que codificam as
proteinas a-Sinucleina (a-Sin; codificada pelo gene SNCA) e LRRK2 estdo implicados em
um padrdo de heranca autossdOmica dominante, enquanto os que codificam Parkin,
PINK1 e DJ-1 apresentam padrao de heranca recessiva. Diferentes mutacdes em Parkin,
SNCA e LRRK2 também podem estar presentes na forma idiopatica da DP representando
fatores de risco para a doenca (Lesage e Brice, 2009), podendo assim influenciar no inicio

da manifestacdo da doenca e em sua taxa de progressao (Kumari e Tan, 2009).

Apesar da etiologia da forma idiopatica da DP ndo estar completamente
elucidada, é provavel que a morte neuronial associada a doenca se dé com o
envolvimento de diversas vias celulares e moleculares, podendo abranger estresse
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oxidativo, disfungdao mitocondrial, enovelamento incorreto e acimulo de proteinas
toxicas, neuroinflamacgdo, excitotoxicidade glutamatérgica, disturbios na homeostase de

calcio, predisposi¢Ges genéticas e acdo de toxinas ambientais.

1.2- Neurobiologia do controle motor

O termo Nducleos da Base se refere ao Nucleo Caudado e ao Putamen
(considerados em conjunto como Estriado), ao Globo Pélido (dividido em externo, GPe,
e interno, GPi), a Substancia Negra (dividida em pars compacta, SNc, e pars reticulata,
SNr) e ao Nucleo Subtaldmico (NST). O circuito motor dos nucleos da base recebe
informacgdes corticais via aferéncias glutamatérgicas para o estriado, a partir do qual
populacdes diferentes de neurénios GABAérgicos emergem dando origem a duas vias

de retroalimentagao, chamadas de via direta e via indireta (Figura 1).

Ambas as vias se comunicam com GPi e SNr, modulando a atividade inibitoria,
também GABAérgica, que esses nucleos exercem no talamo, o qual por sua vez se
comunica com o cortex por meio de neurotransmissao excitatéria glutamatérgica. A
partir da via direta, os neurénios estriatais geram inibicdo de GPi/SNr, diminuindo por
sua vez a inibicdo que estes nucleos geram no talamo, resultando em um aumento da
excitacdo talamica no cortex. Ja pela via indireta, neurbnios estriatais geram inibi¢ao de
GPe, sendo que esse nucleo inibe o NST via GABA. O NST gera excitacdo de GPi/SNr por
neurotransmissao glutamatérgica, aumentando a inibicao desses no talamo, resultando
em diminuicdo da excitacdo talamica no cértex. Desta forma, as duas vias resultam em
acdes opostas no cortex, sendo que a via direta aumenta a excitabilidade da via talamo-

cortical e a indireta diminui essa excitabilidade.

A SNc, por meio de neurotransmissdo dopaminérgica, age nas duas vias
modulando a atividade excitatdria glutamatérgica cortico-estriatal. No estriado, a
populacdo neuronial que da origem a via direta possui receptores dopaminérgicos do
tipo D1, que sdo excitatérios, ao passo que os neurdnios estriatais da via indireta
possuem receptores dopaminérgicos do tipo D2, que sdo inibitérios. Assim, a

neurotransmissdo dopaminérgica mediada pela SNc age no controle motor de forma



dual, facilitando a atividade excitatoria da via direta e diminuindo a atividade inibitdria

da via indireta.

Considerando esse circuito de controle motor, a degeneracdo da via
nigroestriatal na DP diminui a neurotransmissao dopaminérgica no estriado resultando
em aumento da atividade inibitéria da via indireta e diminuicao da atividade excitatdria
da via direta, culminando em uma reduzida atividade talamo-cortical e levando as
caracteristicas motoras do parkinsonismo. Por fim, a deple¢dao de dopamina (DA) em
ambas as vias resulta em alteracdes nas aferéncias corticais excitatérias dos GB, com

consequente prejuizo nas fungdes motoras voluntdrias.



(a) Estado Normal

Catex () > Glutamato
Estriado
GABA (02»l i .DD

Dopamina

)
\ Talamo
( @ )
GPe SNc

A

:CGPi e SNr 9—

N
® J Glutamato

GABA (D2 Estriado p1
<-q-->@
Dopamina,
I ]
| Talamo
() *

GO
T

(b) Parkinsonismo

Cortex

Figura 1. Organograma evidenciando as duas vias de retroalimenta¢do envolvendo os nticleos
da base para o controle da atividade cortical, tanto no estado normal (a) quanto no
parkinsonismo (b). GPe= Globo Pdlido externo; GPi= Globo Pdlido interno; NST= Nucleo
Subtaldmico; SNc= Substdncia Negra pars compacta; SNr= Substdncia Negra pars reticulata;
(adaptado de Cenci, 2007).



1.3- Vulnerabilidade dos neurdnios dopaminérgicos

Varios fatores tém sido associados a morte seletiva de neurdnios
dopaminérgicos da SNc na Doenca de Parkinson. A prdpria oxidacdo citosélica de
dopamina pode gerar radicais livres e contribuir para o estresse oxidativo, além de
induzir toxicidade da a-Sin (Xu et al., 2002), uma proteina citosélica que representa o
principal componente dos Corpos de Lewy e que também estd associada a formas
genéticas da DP. Entretanto, a oxidagdao da dopamina ndo pode ser atribuida por si s6 a
neurodegeneracgao, ja que outras populagdes de neurdnios dopaminérgicos ndo sofrem

degeneracdo da mesma forma que a SNc (Matzuk e Saper, 1985, Damier et al., 1999).

Segundo pesquisas recentes, algumas importantes caracteristicas intrinsecas dos
neurdnios dopaminérgicos da SNc poderiam influenciar em sua sensibilidade a
degenera¢do quando comparada a outras regides. Os neurénios dopaminérgicos dessa
regido apresentam uma caracteristica atividade tipo marca-passo que permite que eles
disparem continuamente, caracteristica essa importante para manter niveis basais de
liberagao de dopamina e assim manter o comportamento motor. Para essa atividade de
marca-passo, esses neurdnios se utilizam de canais de cdlcio Cay1.3 do tipo L, que atuam
na regulagao dos disparos. Entretanto, essa maior condutancia ao ion calcio esta
associada a um aumento de espécies reativas de oxigénio (do inglés, ROS) mitocondriais
e, consequentemente, a facilitacdo de estresse oxidativo, o que é agravado pelos baixos
niveis, na SN, de proteinas responsaveis pelo tamponamento desse ion (Guzman et al.,

2010, Surmeier et al., 2011).

As altas concentragées de ferro na SNc também podem contribuir na
neurodegeneracdo, ja que, além de ser pré-oxidante, o ferro pode potencializar a
agregacao de a-Sin (Yamin et al., 2003). Um fator que pode estar associado a alta
guantidade de ferro na SN é que a neuromelanina, pigmento encontrado em algumas
populacdes de neurénios dopaminérgicos, inclusive os da SN, se liga com alta eficiéncia
ao ferro, podendo, assim, contribuir para a suscetibilidade desta estrutura na DP (Ben-
Shachar et al., 1991, Zecca et al., 2002). Como agravante, os neuroénios dopaminérgicos
da SN apresentam baixa capacidade antioxidativa, especialmente pelos baixos niveis de

glutationa, tornando-os ainda mais suscetiveis ao estresse oxidativo (Zecca et al., 2002).



1.4- Abordagens Terapéuticas da DP

Podem ser delimitadas trés possiveis abordagens terapéuticas para a DP: a
sintomatica, a neuroprotetora e a neurorestauradora. A primeira foca no
reestabelecimento dos niveis de dopamina na via nigroestriatal, na diminui¢cdo dos
efeitos adversos advindos do tratamento sintomatico (tais como flutuacdes motoras e
discinesias) e na atuagdao em outras neurotransmissdes. A segunda abrange tratamentos
visando diminuir ou interromper a neurodegeneragao dos neurénios dopaminérgicos. A
ultima se refere a tratamentos que promovam a substituicdo dos neurdnios danificados
por novas células, em especial pelo uso de implantes de células fetais ou pelo uso de
fatores tréficos (Mandel et al., 2003, Youdim, 2010). No entanto, apenas o tratamento
sintomdtico com agonistas dopaminérgicos é aprovado para a terapia da doenca, além
de farmacos coadjuvantes com acdo de reduzir efeitos adversos ou aumentar a

biodisponibilidade do farmaco base.

1.4.1- Tratamento atual classico

A principal forma de tratamento da DP atualmente empregada tem como foco o
reestabelecimento da neurotransmissdao dopaminérgica nigroestriatal por meio da
administracdo de LevoDOPA (L-DOPA), um precursor da sintese de DA, ou ainda pela
administra¢do de agonistas dopaminérgicos como bromocriptina e pramipexol. Apesar
de ter sido introduzida ha mais de 50 anos, a administracdo de L-DOPA se mantem a
abordagem mais eficaz e mais utilizada no tratamento da DP (Hung e Schwarzschild,

2014).

Apesar de seu efeito benéfico na atividade motora, a L-DOPA apresenta certas
limitacdes, ja que clinicamente ndo demonstra capacidade de alterar o curso da doencga
e também ndo atua em sintomas ndao motores. Além disso, o uso prolongado de L-DOPA
estd associado a sérias alteracbes motoras, como as discinesias (movimentos
involuntdrios), as flutuacdes motoras (diminuicdo gradual do efeito sintomatico do
tratamento) e o efeito “on-off” (periodos intercalados de efeito do medicamento e de
perda desse efeito) (Hung e Schwarzschild, 2014). Discinesias sdo de grande importancia

clinica, ja que apresentam incidéncia de 35-40% no periodo de 4 a 6 anos de inicio do



tratamento, chegando a 90% apds uma década de tratamento (Ahlskog e Muenter,
2001). Agonistas dopaminérgicos também apresentam efeito antiparkinsoniano, tais
como rotigotina, ropinirol e pramipexol, entretanto o uso destes estd associado com
uma série de efeitos colaterais tais como alucinagGes, nduseas e sonoléncia, além de

desordens de controle de impulsos (Collins et al., 2015).

Portanto, hd uma grande necessidade de abordagens alternativas no tratamento
da DP, tanto para os sintomas motores como para ndo motores e de forma a evitar os

efeitos adversos do tratamento com L-DOPA.

A L-DOPA é usualmente administrada com carbidopa ou benzerazida, ambos
inibidores de descarboxilase de aminoacidos aromaticos, no intuito de diminuir a
conversdo periférica da L-DOPA, aumentando, assim, sua meia vida plasmatica e sua
biodisponibilidade cerebral (Stocchi, 2014). Inibidores da monoamina oxidase B (MAO-
B) também podem ser associados ao tratamento com L-DOPA com o intuito de diminuir
a degradacdo de DA cerebral (Meissner et al., 2011). As monoamina-oxidases
intracitoplasmaticas sdo responsaveis pela degradacdo de neurotransmissores como a
dopamina, sendo que os inibidores seletivos da MAO-B, como selegilina e rasagilina, sao
utilizados no tratamento da DP por aumentar a disponibilidade de DA no Sistema

Nervoso Central (SNC).

A modulagcdo de receptores glutamatérgicos do tipo NMDA também tem se
mostrado clinicamente importante no manejo das discinesias, ja que a amantadina, um
antagonista NMDA ndo seletivo, representa o Unico tratamento aprovado para as
discinesias induzidas por L-DOPA (Metman et al.,, 1998, Pahwa et al., 2006). Na DP,
aumentos na atividade excitatéria do glutamato pela via corticoestriatal podem
incrementar a excitacdo da via indireta estriatopalidal, um efeito contrario ao
desempenhado pela dopamina no estriado, que gera uma inibicdo por meio dos
receptores D2 (Hirsch et al., 2000), contribuindo assim com o aumento dos sintomas
motores da doenca. Além disso, dado que receptores glutamatérgicos tem importante
papel na plasticidade neural, distdrbios na neurotransmissao de glutamato também
podem contribuir ndo so para os mecanismos geradores de sintomas, como também

para as discinesias induzidas por L-DOPA (Calabresi et al., 2010, Jenner, 2008).



Novas perspectivas no tratamento da DP

Considerando-se as limitagdes apresentadas pelo tratamento farmacoldgico
cladssico atualmente empregado na DP, ha grande interesse e esforco empenhados no
desenvolvimento de novos farmacos capazes de agir em diferentes vias de
neurotransmissao visando tratamentos sintomdticos com menores efeitos adversos.
Mais ainda, varios estudos buscam abordagens que demonstrem clinicamente a
atividade neuroprotetora e possam, assim, modificar o curso da DP, um avango urgente
e essencial dada a crescente importancia dessa doenca, a qual é incurdvel e estd

associada a uma série de custos econOmicos e sociais para os pacientes e suas familias.

1.4.2- Nova geracao de farmacos envolvidos com diversos neurotransmissores

Antagonistas de Adenosina

Receptores de adenosina do tipo A2a estdo associados a um efeito modulatério
nos nucleos da base, sendo que a neurotransmissdao de adenosina mediada por este
receptor pode levar ao aumento na atividade GABAérgica pela via indireta do controle
motor (Figura 1), em especial, por meio de um aumento da liberacdo de GABA pelo globo
palido (Schwarzschild et al., 2006, Jenner et al., 2009). Esse efeito se opde ao da DA,
gue, em situacdes fisioldgicas, inibe os neurdnios GABAérgicos estriatopalidais pela
ligacdao de DA a receptores D2. Assim, acredita-se que o bloqueio desses receptores para
adenosina pode inibir a atividade excessiva na via indireta resultante da deplegao de DA,
como ja foi demonstrado em modelos animais (Jenner, 2003). Evidéncias de que a
cafeina, um antagonista nao-seletivo de adenosina, apresenta a¢do antiparkinsoniana
com melhora de fungdes motoras (Postuma et al., 2012) reforcam o potencial desses

receptores no tratamento de sintomas da DP (Jenner et al., 2009, Schwarzschild, 2012).

O farmaco mais promissor até o momento que atua nesse alvo é a istradefilina
(NOURIAST ®), que é um antagonista A2a e teve seu efeito avaliado em testes clinicos
para o tratamento da DP, sendo que, infelizmente, como monoterapia ndo demonstrou
melhora nos sintomas da DP (Fernandez et al., 2010), e por isso teve sua solicitacdo de

aprovacdo ao FDA (Food and Drug Administration) negada em 2008 (para revisdo ver
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Pinna, 2014). Entretanto, posteriormente foi demonstrado em diversos testes clinicos
gue, associada ao tratamento com L-DOPA, sua administracdo resultou em uma melhora
de pacientes com flutua¢gdes motoras (LeWitt et al., 2008, Factor et al., 2010, Mizuno et
al., 2013). Sendo assim, esse farmaco teve sua primeira aprovacdao no Japao para
tratamento de flutuagées na DP com uso concomitante ao de L-DOPA (Dungo e Deeks,
2013, Pinna, 2014). Efeitos similares também tém sido observados com os farmacos

preladenant (Factor et al., 2013) e tozadenant (Olanow et al., 2013)

Fdrmacos que atuam na neurotransmissdo GABAérgica

Os sintomas motores da DP também podem estar associados a uma desinibicdo
do NST, como consequéncia da reducdo na neurotransmissdao dopaminérgica. Assim,
uma possivel abordagem estudada consiste em promover o aumento da expressao da
enzima acido glutamico descarboxilase (do inglés, GAD), com o intuito de favorecer a
conversao de glutamato em GABA, o principal neurotransmissor inibitério do SNC (Luo
et al., 2002), e por consequéncia aumentar a inibicdo no nucleo citado. Para tal, a
transferéncia génica do gene GAD no NST através de uma neurocirurgia ja foi explorada
em testes clinicos, demonstrando-se uma técnica segura e com efeitos sintomaticos

positivos para os pacientes (Kaplitt et al., 2007, LeWitt et al., 2011).

Fdrmacos que atuam na neurotransmissdo serotoninérgica

A neurotransmissdo serotoninérgica esta associada a modulacdo da atividade de
diversos outros neurotransmissores, tais como GABA, glutamato e dopamina, sendo que
na DP ha evidéncias de uma neurodegeneracdo de neurOnios serotoninérgicos nos
nucleos da Rafe e, consequentemente, uma reducdo na neurotransmissao da serotonina
(5-HT). Assim, hd indicios de que a altera¢do na neurotransmissdo serotoninérgica pode
estar associada a inducdo tanto de sintomas motores como ndo motores da DP, assim
como aos efeitos adversos do tratamento a longo prazo com L-DOPA (Huot et al., 2011).
Em ratos, por exemplo, a administracdo do agonista serotoninérgico parcial de 5-HTia
chamado piclozotan promoveu uma melhora nos distlurbios motores induzidos pelo

tratamento repetitivo com L-DOPA (Tani et al., 2010).
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1.4.3- Abordagens neuroprotetoras

Existe um grande interesse no desenvolvimento de terapias que modifiquem a
progressdao da DP, ja que nela a degeneracdo de neurbnios é progressiva, com
consequente agravamento dos sintomas ao longo do tempo e diminui¢do da qualidade
de vida dos pacientes. Para tanto, farmacos efetivamente neuroprotetores, que
diminuam ou impe¢am a progressdo da doenca, devem agir nas diversas vias patoldgicas
de forma a amenizar ou impedir as manifestacdes tanto motoras quanto ndo motoras
(Schapira et al., 2014). Para tanto, fdrmacos com agao anti-inflamatdria, antioxidante,
pré-mitocondrial ou removedoras de proteinas tdxicas representam potenciais

ferramentas farmacolégicas para tais tratamentos neuroprotetores.

Alteracdo mitocondrial

A mitocondria é uma organela envolvida em diversos processos celulares, em
especial a producdo de energia na forma de ATP, o que a torna uma estrutura de grande
importancia para a homeostase metabdlica e a sobrevivéncia celular, participando
também da regulacdo de célcio e da ativacdo de vias de morte celular (- Figura 2). A
importancia da mitocéndria na patogénese da DP se tornou clara com a descoberta que
o 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP), um agente téxico formado no
processo de sintese da droga recreativa meperidina, induzia nos usudrios uma sindrome
de parkinsonismo responsivo a L-DOPA (Langston et al., 1983). O MPTP é capaz de
ultrapassar a barreira hematoencefalic, sendo convertido pela microglia em MPP?,
metabdlito ativo que inibe o complexo | da cadeia de transporte de elétrons (CTE)
mitocondrial (Mizuno et al., 1988). Também com os pesticidas Paraquat e Rotenona,
ambos associados a um aumento no risco de DP, foi observada a capacidade de
prejudicar a fungdo mitocondrial e de aumentar a producdo de ROS, com consequente
morte de neurdnios dopaminérgicos (Goldman, 2014). Além disso, estudos post-mortem
mostram uma reduzida atividade do complexo | mitocondrial (Schapira et al., 1990) e
pacientes com DP apresentam niveis plasmaticos elevados de marcadores para estresse

oxidativo (Seet et al., 2010).

Uma primeira consequéncia do bloqueio do complexo |, responsdvel pela
entrada dos elétrons na CTE, seria o estresse bioenergético e a diminui¢ao da producao

11



de ATP. Em camundongos, o bloqueio do complexo | por MPP*, o metabdlito ativo do
MPTP, causa diminui¢cdo de aproximadamente 20% do ATP estriatal (Chan et al., 1991).
Um efeito mais importante, porém, é a producdo de ROS, tais como radicais superéxido
e peroxido, que sdao subprodutos naturais da respiracgdao mitocondrial. Em situagdes
normais, os niveis de ROS sdo controlados por enzimas residentes na mitocéndria, tais
como a superoxido dismutase e a glutationa oxidase. Entretanto, os niveis de ROS
aumentam proporcionalmente ao bloqueio do complexo |, culminando na ativacao de
cascatas de morte celular, efeito observado com MPP* e rotetona em ensaios in vitro
(Perier et al., 2005). Niveis aumentados de ROS causam danos a praticamente todos os
tipos de biomoléculas, podendo oxidar lipideos, proteinas e DNA e, em ultima instancia,

levar a morte celular.

Mais ainda, duas proteinas codificadas por genes implicados na forma familiar
da DP, Parkin e PINK1, também estdo associados ao processo de renovagao mitocondrial
por mitofagia (autofagia mitocondrial), sendo que mutacdes nesses genes poderiam
resultar em disfuncdo mitocondrial (Vincow et al., 2013) e por fim morte celular de

neurdnios dopaminérgicos.

Assim, tratamentos que regulam os processos de biogénese mitocondrial e
degradacdo de mitocondrias defeituosas apresentam potencial neuroprotetor (Tain et
al.,, 2009). Nesse sentido, a proteina PGC-1a, que é um coativador transcricional e
promotor da biogénese mitocondrial, quando superexpressa, tem sido associada a uma
protecao de neurbnios dopaminérgicos. Esses dados s3ao corroborados pelo efeito
neuroprotetor do resveratrol, um ativador de PGC-1a, quando administrado em ratos
no modelo da DP induzido por 6-OHDA (Khan et al., 2010). O Peptideo 1 semelhante a
glucagon e o peptideo Exendina-4 sdo outros compostos que também podem favorecer
esse processo de biogénese mitocondrial, sendo que a administracao da Exendina-4 em

pacientes PD ja se mostrou promissora em estudos clinicos (Aviles-Olmos et al., 2013).

Manejo de proteinas intracelulares
Considerando a importancia do acumulo de proteinas em diversas doencgas

neurodegenerativas, inclusive a DP, o manejo de proteinas aberrantes também parece
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importante em abordagens neuroprotetoras. Esse acimulo de proteinas pode estar
associado tanto a um aumento de sua produ¢ao quanto a uma reduzida remog¢ao das
mesmas, sendo que defeitos de remocao estdo associados ao comprometimento nos
sistemas proteassomal ou lisossomal e estdo associados a DP (Alvarez-Erviti et al., 2010).
Sabe-se, por exemplo, que o acimulo proteico de a-Sin (- Figura 2), a principal proteina
presente nos Corpos de Lewy (Spillantini et al., 1997), esta intimamente associado a DP.
Além disso, a duplicacdo e a triplicacdo do gene SNCA, mutacdes responsaveis por
algumas formas familiares da doenc¢a, induzem uma crescente gravidade dos sintomas
da DP de forma diretamente proporcional ao nimero de cépias do gene (Singleton et
al., 2003, Ibafiez et al., 2004). Também se sabe que modificagcdes pds traducionais nessa
proteina, como fosforilagdes e ubiquitinacdo, podem estar associadas a agregacdo e
toxicidade de a-Sin nos neuronios (Oueslati et al.,, 2010). A o-Sin também pode
promover toxicidade neuronial por aumento no estresse oxidativo (Giasson et al., 2000)
e inibicdo de sistemas proteassomais (Emmanouilidou et al., 2010). Além disso, essa
proteina apresenta a capacidade de ser transferida entre neurdnios (Kordower et al.,
2008, Hansen et al., 2011), levando-se a crer que a patologia de a-Sin se espalha
progressivamente na DP, levando a estagios cada vez mais avang¢ados de degeneragao

em diferentes regides cerebrais (Braak et al., 2003).

A proteina LRRK2 ((?- Figura 2), uma quinase também associada a forma familiar
(Healy et al., 2008), quando em sua forma mutada apresenta sua atividade quinase
aumentada, resultando em autofosforilacdo, indicando também que inibidores de
quinases podem ser uma importante via de tratamento (Deng et al., 2011). Ja a enzima
glucocerebrosidase é uma enzima lisossomal codificada pelo gene GBA e mutaces
neste gene representam um fator de risco para DP. Mutacdes em GBA levam a uma
diminuicdo na atividade enzimatica, o que estd associado a um aumento nas
concentragdes de a-Sin, enquanto aumentos na concentracdo de a-Sin também podem

levar também a reducdes na atividade enzimatica (Gegg, 2012; Schapira, 2013).

Por fim, abordagens que impecam a formacdo de agregados proteicos ou que
estimulem a degradacdo de formas mutadas de proteinas, através de mecanismos como

degradacdo proteassomal ou mediada por chaperonas, assim como tratamentos que
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impecam a transmissdo de formas tdxicas de a-Sin para neurOnios saudaveis,

apresentam grande potencial neuroprotetor (Auluck et al., 2002, Bové et al., 2011).

Paralelamente, a imunoterapia com anticorpos monoclonais também pode
reduzir os niveis de oligdbmeros de proteinas. Em camundongos transgénicos
superexpressando a-Sin, a imunizagdo passiva com anticorpos monoclonais foi capaz de
diminuir déficits motores e de aprendizagem, além de diminuir a aglomeragao de a-Sin
(Masliah et al., 2011). O uso de RNAi de forma a diminuir a expressao dessa proteina
também representa uma abordagem recentemente estudada (Alvarez-Erviti et al., 2011,

El-Andaloussi et al., 2012).

Neuroinflamacgéo

No SNC, as células gliais (microglia e astrécitos) apresentam multiplas fungdes,
em especial, elas sdo responsaveis pela resposta imune a diversos tipos de insultos. Sob
estresse, a micréglia libera citocinas anti-inflamatérias e fatores neutrdficos. Entretanto,
em maior ou persistente estresse, ha a liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias que
recrutam células imunes e promovem a liberacdo de fatores téxicos para a destruicao
do patdgeno invasor. Portanto, ao mesmo tempo que a resposta neuroinflamatodria é
necessaria para a eliminacdo de elementos nocivos ao sistema nervoso, uma resposta

desregulada ou persistente pode se tornar deletéria.

Varios estudos relacionam a resposta neuroinflamatdéria com o desenvolvimento
DP ((D- Figura 2). A detecc¢do de a-Sin pela micréglia, por exemplo, estimula a producao
de ROS e a liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias (Zhang et al., 2005). Estudos em
modelos animais demonstraram efeito benéfico no uso de farmacos anti-inflamatdrios
ndo-esteroidais na progressdo da DP, reforcando a ideia de que a doenca e o processo

neuroinflamatorio estdo interconectados (Ton et al., 2006).

Toxicidade do ferro
Outro agente associado ao desenvolvimento da DP é o excesso de ferro ((®-
Figura 2). Estudos post-mortem de cérebros de pacientes ja mostraram uma quantidade

aumentada de ferro e niveis baixos de ferritina (proteina de armazenamento de ferro)
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nos nucleos da base, em especial na SN (Dexter et al., 1991). Também em pacientes
vivos ja foi demonstrado esse aumento, tanto na forma familiar da doenga quanto na
forma idiopdtica, sendo que, na forma idiopatica, os niveis foram maiores que na
primeira (Schweitzer et al., 2007). Um fator que pode estar associado a alta quantidade
de ferro na SN é que a neuromelanina, pigmento encontrado em algumas populacdes
de neurdnios dopaminérgicos, inclusive os da SN, se liga com alta eficiéncia ao ferro,
podendo assim contribuir para a suscetibilidade dessa estrutura na DP (Zecca et al.,

2002).

O ferro tem sido implicado na patofisiologia da DP devido a sua capacidade de
catalisar a producdo de radicais hidroxil apds reagir com superdxidos e perodxidos,
subprodutos naturais do metabolismo celular, sendo que os radicais hidroxil sdo
espécies de oxigénio altamente reativas e tdxicas (Sian-Hilsmann et al., 2011, Farina et

al., 2013).

Em vista da importancia do ferro na DP, o potencial neuroprotetor de quelantes
de ferro tem sido avaliado. Tanto a administracao do quelante deferiprone quanto de
desferrioxamine, por exemplo, foram capazes de diminuir a degeneragdo neuronial no
modelo de 6-OHDA (Dexter et al., 2011), sendo que deferiprone também se mostrou
antiparkinsoniano no modelo de MPTP e foi recentemente submetido a um teste clinico

piloto (Devos et al., 2014).

Toxicidade de cdlcio

Como ja citado, a caracteristica de marca-passo dos neurdnios dopaminérgicos
da SN se baseia na presenca e atividade de canais de calcio Cay1.3 do tipo L, submetendo
essas células a altos niveis citosdlicos de calcio. Entretanto, essa maior condutancia ao
ion cdlcio estd associada a um aumento de ROS mitocondrial e, consequentemente, a
inducdo de estresse oxidativo. Além disso, essa atividade de marca-passo facilita a
entrada de sddio e cdlcio por receptores NMDA durante a excitacdo sinaptica, induzindo
excitotoxicidade e morte celular (2- Figura 2). Mais ainda, o aumento de calcio
intracelular pode induzir aumento nos niveis de dopamina no citosol, contribuindo

dessa forma para a producdo de ROS pela degradacdo desse neurotransmissor. Além
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disso, um baixo nivel, em neurénios dopaminérgicos, de proteinas que se ligam a calcio
pode contribuir para a suscetibilidade dos mesmos na SN (Guzman et al., 2010, Surmeier

e Schumacker, 2013).

Sendo assim, farmacos como o Isradipine, que age bloqueando canais de calcio
Cavl.3 dotipo L ((3)- Figura 2), podem proteger os neurénios dopaminérgicos vulneraveis
devido a sua atividade de controlar o influxo de calcio, estando associados a um menor

risco de desenvolver a DP (Becker et al., 2008, Ritz et al., 2010).

Mesmo com inUmeras pesquisas para o desenvolvimento de novos farmacos
neuroprotetores para a DP, nenhum farmaco até o momento foi aprovado pelo FDA,
sendo, portanto, um campo de grande interesse cientifico e tecnolégico dada a

importancia da DP na sociedade.
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Figura 2. Representag¢Go das principais vias citotdxicas associadas a morte de neurénios
dopaminérgicos na DP: 1) Neuroinflamagdo 2) Excitotoxicidade glutamatérgica 3) Disttrbios na
homeostase de cdlicio 4) Disfungdo mitocondrial, estresse oxidativo e apoptose 5) Diminui¢éo do
aporte de fatores neutrdficos 6) Acumulo de formas toxicas da proteina a-Sin 7) Aumento da
atividade da quinase LRRK2 8) Disturbios na homeostase de ferro. Adaptado de AlDakheel et al,
2014.
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1.5- Neurovespina

A Neurovespina é um peptideo sintético modificado a partir da Occidentalina-
1202, uma neurotoxina de nove residuos de aminoacidos isolada da peconha da vespa
social Polybia occidentalis. A Occidentalina-1202, quando injetada por via
intracerebroventricular (i.c.v) em ratos, apresentou um potente efeito antiepilético
contra crises induzidas por convulsivantes quimicos, além de aumentar a laténcia nos
animais que apresentaram crise (Mortari, 2007). Como resultado das modificagGes
estruturais, a Neurovespina se mostrou 6x mais potente que a Occidentalina-1202, com
DEs0=0,09ug por animal por via i.c.v e com efeito antiepilético dose-dependente, além
de se mostrar capaz de atravessar a barreira hematoencefdlica. Em um estudo para
avaliar o nimero de neurdnios hiper-reativos apds a inducdo de crise epiléptica,
observou-se um efeito inibitorio do tratamento com a Neurovespina, o que indica
também um efeito neuroprotetor indireto, pois foi capaz de impedir a hiperexcitacdo e
a morte de neurdnios em decorréncia da excitotoxicidade glutamatérgica (Anjos, 2013).
Assim, esse peptideo sintético representa um interessante alvo de estudos

farmacoldgicos para o tratamento de disturbios neurodegenerativos como a DP.

Confidencial

Figura 3. Estrutura primdria do peptideo Neurovespina.
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2. Justificativa

Considerando-se as constantes pressdes seletivas nas interacdes entre predador
e presa, as toxinas se tornaram importantes moléculas com grande potencial
farmacoldgico, se mostrando altamente potentes e seletivas, agindo em especial no
sistema nervoso (King, 2013). Nesse sentido, a peconha de artrépodes se mostra como
uma grande fonte de compostos potencialmente neuroativos, podendo apresentar
efeitos analgésico, ansiolitico, antiepilético ou ainda neuroprotetor (Mortari e Cunha,

2013, Silva et al., 2015, Monge-Fuentes et al., 2015).

Nesse contexto, a peconha de himendpteras apresenta uma série de compostos
como peptideos, enzimas e aminas biogénicas com multiplas a¢des farmacoldgicas,
sendo usada hd anos na medicina tradicional chinesa para o tratamento de doencas
como artrite e dor (Son et al., 2007). O uso da peconha de Apis mellifera (apitoxina),
associado a acupuntura, ja se mostrou capaz de proteger neurbnios da SN em
camundongos lesados com a neurotoxina MPTP (Doo et al., 2010), além de induzir uma
menor expressao de mediadores inflamatdrios nesta regido e de proteger os neurdnios
dopaminérgicos, quando injetada por via subcutanea (s.c.) (Kim et al., 2011). Mais ainda,
ensaios in vitro mostraram a capacidade da apitoxina de proteger células de
neuroblastoma humano contra MPP*, aumentando a viabilidade das células e agindo de

forma anti-apoptética (Doo et al., 2012).

Por fim, dado o potencial farmacolégico das toxinas de artrépodes e o citado
efeito neuroprotetor da peconha de Hymenopteras, fica clara a importancia de estudos
gue explorem o potencial destas substancias naturais no desenvolvimento de farmacos
gue auxiliem no tratamento de doengas neurodegenerativas como no caso da DP.
Dentro desse contexto, o peptideo Neurovespina surge como uma destas substancias,
dado que, além de apresentar comprovada neuroatividade, € uma substancia altamente
eficaz e que nao exibe efeitos toxicos tanto em modelos agudos quanto em modelos
cronicos de administracdo. A Neurovespina representa, portanto, um interessantissimo

alvo de estudos para o desenvolvimento de novos farmacos em modelos da DP.
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3. Objetivos

3.1- Objetivo Geral

Considerando-se a acdo neuroprotetora da Neurovespina previamente
demonstrada no modelo de hiperexcitacao glutamatérgica e a auséncia de tratamentos
que modifiquem a progressao da DP, este trabalho visou a avaliar a agdo neuroprotetora
desse peptideo no modelo murino de Doencga de Parkinson induzido por injecao de 6-

hidroxidopamina (6-OHDA).
3.2- Objetivos Especificos

Avaliar o efeito do peptideo Neurovespina no desempenho motor no RotaRod

de camundongos com lesdo estriatal unilateral por 6-OHDA.

Avaliar o efeito do peptideo no desempenho sensitivo-motor (teste de remocao

de fita adesiva) de camundongos com lesdo estriatal unilateral por 6-OHDA.

Avaliar o efeito antiparkinsoniano do tratamento com o peptideo no teste de
rotacdes induzidas por apomorfina (agonista dopaminérgico) apds lesdo estriatal

unilateral por 6-OHDA.

Quantificar a lesdo nos animais por meio de contagem direta de neurdnios

dopaminérgicos da SN marcados por imunofluorescéncia.

Quantificar a lesdo no estriado dos animais por meio de imunofluorescéncia e

célculo da Densidade Otica com uso do programa Imagel.
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4. Materiais e Métodos

4.1- Bioensaios

Os bioensaios foram realizados em camundongos (Mus musculus) Swiss machos
com 6 a 8 semanas de vida e com peso entre 25 e 35g. Os animais foram adquiridos do
biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UnB e acondicionados a temperatura
(25°C) e umidade (55%) controladas e em ciclo de claro/escuro de 12/12 horas. Os
animais foram guarnecidos de agua filtrada e alimento ad libitum durante todo o

periodo experimental.

Todos os procedimentos com animais foram executados de acordo com os
Principios Eticos na Experimenta¢do Animal do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagcdo Animal (CONCEA) e a Lei Arouca (Lei 11.794/2008) e realizados
somente mediante aprovacdo do projeto pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA-UNnB) (UnBDOC n2 79100/2014, apéndice 1). Além disso, foi obtida a Autorizagdo
de Acesso e de Remessa de Componente do Patrimbnio Genético (Processo n2

010476/2013-0, apéndice 2) com a finalidade de pesquisa cientifica.

4.1.1- Neurocirurgia

Para a inducdo de hemiparkinsonismo nos camundongos foi realizada uma
cirurgia estereotdxica visando a infusdo unilateral do composto neurotdxico 6-OHDA
(Sigma-Aldrich®) no estriado. Os animais foram anestesiados utilizando-se Cetamina
(Dopalen, Ceva®, 75mg/kg, via intraperitoneal (i.p.)) e Xilazina (Anasedan, Ceva®
15mg/kg, via i.p.) e em seguida posicionados em um estereotaxico (Insight
Equipamentos®). Apds assepsia com iodopovidona na regido superior da cabeca dos
animais, foi realizada uma injecdo local de cloridrato de lidocaina com hemitartarato de
norepinefrina (Lidostesim® 3%, Destsply Pharmaceutical®, via s.c.) seguida de exposicdo
do cranio dos animais para realizacdo das medi¢cbes estereotdxicas. A regido alvo do
estriado foi estimada a partir do Bregma, nas coordenadas AP (anteroposterior):
+0.4mm, ML (mesolateral): -1,8mm e DV (dorsoventral): -3.5mm de acordo com o Atlas

Estereotaxico de Paxinos e Franklin (2001). Um furo, seguindo as coordenadas citadas,
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foi feito para a implanta¢do de uma agulha de 0,3mm de didmetro acoplada a uma
bomba de infusdo, sendo feita assim a infusdo da 6-OHDA (Sigma®) (4ul, 10ug base
livre/pl em solucgdo salina 0,9% e acido ascorbico 0,2%) a uma taxa de 0,5ul por minuto.
Apds o termino da infusdo, a agulha foi mantida no local por quatro minutos adicionais
com o objetivo de permitir a difusdo do composto sem extravasamentos. Previamente,
foi testada também a metade da dose citada anteriormente (20ug/animal), porém esta
ndo causou déficit motor considerdvel e, portanto, foi utilizada a dose descrita

(40pg/animal), j3 em uso em nosso laboratério, capaz de causar a descoordenacgdo

N

motora e a morte neuronial nos animais.

Figura 4. (A) Representacgdo do local aproximado (circulo branco) de infuséo do composto 6-
OHDA por meio de cirurgia estereotdxica. Em verde a regido do estriado, em rosa a Substéncia
Negra e em laranja proje¢Bes unilaterais da SN para o estriado. A direita (B) cirurgia
extereotdxica; seta representando alinhamento da agulha de infusdo com o Bregma para
realizagdo das medidas estereotdxicas. Imagem a esquerda gerada no programa Brain Explorer-
Allen Institute.

4.1.2- Cuidados p6s-operatérios

Para evitar a mortalidade e diminuir a morbidez dos animais em decorréncia do
déficit motor causado pela cirurgia, foi seguido o seguinte protocolo de cuidados pds-
operatorios (adaptado de Smith e Heuer, 2012). Nos quatro primeiros dias apds a
cirurgia, os animais receberam injegao de 200ul de soro fisiolégico com 5% de glicose
por via s.c. para evitar a desidratacdo dos animais. Além disso, os animais foram

separados em 2-3 individuos por caixa para evitar agressividade e competicdo por
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alimento. Por ultimo, a racao foi macerada em agua e disponibilizada aos animais em
pequenos frascos dentro das caixas, facilitando a alimentagdo e evitando-se, assim, a
desnutricdo dos animais e perda excessiva de peso. Ndao foram administrados farmacos
analgésicos ou anti-inflamatérios dado que estes poderiam alterar a atividade do

peptideo.

4.1.3- Protocolo experimental

Para a avaliacdo da atividade antiparkinsoniana do peptideo, foi estabelecido um
protocolo de 22 dias desde a lesdo com 6-OHDA até o ultimo dia de experimento, no
qual os animais foram eutanasiados (Figura 5). Durante o periodo do experimento,
foram realizados os seguintes procedimentos: tratamento dos animais com o peptideo
ou os devidos controles, avaliagdo do comprometimento motor no equipamento
RotaRod, avaliacdo sensoério-motora no teste de remocdo de fita adesiva e teste de
rota¢des induzidas por apomorfina. O dia da cirurgia foi intitulado DO, o dia 24h apds a

cirurgia foi intitulado D1 e assim sucessivamente.

Inicialmente foram testados dois regimes de tratamento. No regime Pré-Lesdo a
Neurovespina foi administrada via i.p. 30 minutos anteriormente a lesdo e 24h e 48h
apos a lesdo. No regime Pds-Lesdo a Neurovespina foi administrada nos animais por via

i.p. em trés tempos- 24h, 48h e 72h apés a lesdo por 6-OHDA.

O regime Pods-Lesdao foi aquele no qual o tratamento demonstrou melhor
atividade e, sendo assim, o Pré-Lesdo foi abandonado e foi dada continuidade aos
experimentos utilizando-se o regime de tratamento com administra¢cdes do peptideo
nos tempos de 24h, 48h e 72h apds a lesdo por 6-OHDA. Sendo assim, os experimentos

citados a partir deste ponto se referem ao regime Pds-Lesao.

Foram utilizados cinco grupos experimentais (Tabela 1), sendo eles: trés grupos
de tratamento, que tiveram a lesdo induzida por 6-OHDA e receberam o peptideo nas
doses de 7, 4 e 1Img/kg de massa corporal do animal; um grupo teve a lesdo e foi tratado
somente com solugdo veiculo (o mesmo veiculo de diluicdo do peptideo), também por
via i.p, constituindo um controle negativo (chamado grupo Lesado); o ultimo grupo foi

submetido a cirurgia, porém, ao invés de 6-OHDA, recebeu infusdo estriatal somente da
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solucgdo veiculo (salina 0,9%, acido ascorbico 0,2%) e tratamento com a solugdo veiculo
do peptideo via i.p., representando um controle do modelo experimental (considerados
grupo Sadio). Adicionalmente, foi utilizado um grupo para avaliar isoladamente a acdo
do peptideo, na dose de 7mg/kg, em animais sadios, os quais ndo foram submetidos a
cirurgia estereotdxica, sendo tratados e avaliados seguindo o mesmo protocolo que os

demais grupos.

Tabela 1. Compostos administrados por via intraestriatal ou por via intraperitoneal (tratamento)
de acordo com cada grupo experimental.

Grupo Experimental Infusdo Estriatal Tratamento i.p.
Controle Lesado 6-OHDA Salina 0,9%, DMSO 20%
Tratamento- 7mg/kg 6-OHDA Neurovespina 7mg/kg
Tratamento- 4mg/kg 6-OHDA Neurovespina 4mg/kg
Tratamento- 1mg/kg 6-OHDA Neurovespina 1mg/kg
Controle Sadio NaCl 0,9%, ac. ascorbico 0,2% Salina 0,9%, DMSO 20%
Controle Peptideo Sem cirurgia Neurovespina 7mg/kg
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Teste dafita Teste dafita Teste dafita Teste dafita
RotaRod ¢ RotaRod$ RotaRod ¢ RotaRod RotaRod RotaRod RotaRod RotaRod RotaRod RotaRod Teste Apomorfina
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Pré-Lesa Pré-Lesgo
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Pré-Les3o
® Infusdode6-OHDA
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® Pos-Lesin
® Infusdode&-OHDA

Figura 5. Linha temporal evidenciando o momento em que cada ensaio comportamental foi realizado e os dois regimes de tratamento primeiramente testados. Em vermelho
e acima, o regime de Pré-Lesdo, com os animais sendo tratados 30 minutos antes da lesdo e 24 e 48 horas apds a lesdo. Em verde e abaixo, o Pds-Lesdo, no qual os animais
foram tratados 24, 48 e 72 horas apods a lesGo com 6-OHDA. Eixo horizontal representado os dias de cada evento (DO a D21).
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4.1.4- Preparo do peptideo

O peptideo Neurovespina foi sintetizado pela empresa Aminotech
Desenvolvimento e Tecnologia Ltda (Brasil), com pureza e sequéncia atestadas tanto
pela empresa contratada quanto pelo Laboratério de Neurofarmacologia da UnB, apds
sua entrega. Devido a sua lipossolubilidade e, por consequéncia, dificuldade de
dissolucdo em agua, o peptideo foi solubilizado em solucdo salina 0,9% com 20% de

DMSO e administrado a um volume de 500ul por animal.

4.1.5- Comprometimento Motor

Para a avaliacdo de alteragGes motoras apds a lesdo por 6-OHDA, foi utilizado o
equipamento denominado RotaRod (Insight Equipamentos®, Brasil). Este equipamento
consiste em um cilindro de 60mm de diametro com rotacdo a uma velocidade constante
de 16rpm, no qual o animal deve se manter caminhando para permanecer no topo do
cilindro, permitindo assim quantificar déficits na atividade motora em termos da
laténcia de queda (tempo desde o posicionamento do animal no equipamento até sua
eventual queda) apods a lesdo por 6-OHDA. Espera-se que animais sadios permane¢am
mais tempo caminhando no aparelho que animais com descoordenacdo motora
induzida pela infusdo de 6-OHDA. Os animais foram treinados no aparelho RotaRod 24h
antes do dia da lesdo em cinco ciclos de cinco minutos de caminhada, com um intervalo
de cinco minutos entre cada ciclo para descanso dos animais. No dia da cirurgia, foram
submetidos a cirurgia somente os animais capazes de permanecer cinco minutos na

barra giratdria do RotaRod.

A laténcia de queda (usada como medida de descoordenacdo motora) consistiu
na média de trés medicdes didrias no RotaRod em intervalos de cinco minutos entre
cada medicdo, sendo realizadas nos dias D1, D2, D3, D4, D7, D9, D11, D14, D16 e D18.
Foi considerada como laténcia maxima a permanéncia de cinco minutos (300 segundos).
Para animais que permaneceram por mais que esse tempo, a laténcia foi considerada

como maxima e estes foram retirados do aparelho.

Buscando tanto uma maior homogeneidade nos grupos com lesdao por 6-OHDA,

guanto o estudo de animais com lesdo mais grave, somente seguiram para o
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experimento animais que, 24h depois da cirurgia (D1) e antes de receberem o primeiro

tratamento, apresentaram uma laténcia média de queda menor do que 30 segundos.

4.1.6- Avaliagdo sensdrio-motora

Para a avaliagdo sensitivo-motora dos animais, foi realizado o teste de remocao
de fita adesiva (adaptado de Bouet et al., 2009), que consistiu no posicionamento de
uma tira de fita adesiva (0,8x0,8mm) na pata dianteira do animal no lado contralateral
a lesdo, sendo avaliado o tempo de remocdo da fita (expresso em termos da laténcia de
remocao) e permitindo-se, assim, observar déficits sensoriais (capacidade de percepgao
da fita) e motores (capacidade de remocao da fita). Espera-se que animais sadios

percebam e retirem a fita adesiva em menor tempo que animais lesados.

Apds a tira de fita ser colocada na pata contralateral dianteira, os animais foram
posicionados em arena circular de acrilico e observados até a completa remocao da fita,
sendo estabelecido o tempo maximo de dois minutos (120 segundos) para a remogao.
No caso de animais que nao foram capazes de retirar a fita dentro deste periodo, a fita
foi retirada pelo experimentador e a laténcia foi considerada maxima. Os animais foram
submetidos a este teste previamente a cirurgia (D0), como forma de estabelecer um

tempo basal antes da lesao, e nos dias D4, D11 e D18 apds a cirurgia.

4.1.7- Rotacgbes induzidas por apomorfina

No ultimo dia de experimento (D21) foi feito o teste de rota¢bes induzidas por
apomorfina, um agonista dopaminérgico direto que, em animais com lesdo estriatal
unilateral, induz rota¢des contralaterais involuntdrias em quantidades proporcionais ao
grau de lesdo. Foi injetada uma dose de apomorfina de 0,5mg/kg de animal em solucdo
salina (0,9% NaCl) por via s.c. e os animais foram imediatamente colocados em uma
arena de acrilico, sendo o comportamento rotatorio gravado por 15 minutos. O total de
rotacdes foi posteriormente contabilizado por contagem manual e as rota¢des foram

expressas em termos de rotagdes por minuto.
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4.2- Avaliacao Imunoistoquimica

Ao fim dos ensaios comportamentais, apds o teste de rotagdes induzidas por
apomorfina, os animais foram eutanasiados com tiopental sédico (Thiopentax,
Cristalia®; 60mg/kg de animal) e perfundidos por via transcardial com solugdo salina
0,9% e em seguida com formaldeido 4%. Em seguida, os cérebros dos animais foram
retirados com auxilio de tesoura e pinga e colocados em solugao de formaldeido 4% por
pelo menos 24h. Apés o periodo de fixagao, os cérebros foram colocados em solugdo de
sacarose 30% por 48h e em seguida foram feitos cortes coronais de 40um de espessura
em micrétomo de vibracao (KEDEE® KD-400). Foram selecionados cortes da regido da
Substancia Negra (-3,64 a -3,16 mm em relacdo ao Bregma) e do estriado (0,26 a 0,50
mm em relagdo ao Bregma). Cortes adicionais do local de inser¢do na agulha para
infusdo de 6-OHDA também foram coletados para aferir o correto posicionamento da
mesma durante a cirurgia. Os cortes foram estocados em solugdao anti-congelamento
(30% glicerina e 30% etilenoglicol) a 42C até o uso.

Para a avaliacdao dos neurdOnios presentes na SN, foi realizada imunomarcagao
anti-tirosina hidroxilase (TH), uma enzima necessaria para a producao de catecolaminas
gue estd presente nos neurdnios dopaminérgicos. Foram selecionados trés cortes da
Substancia Negra e trés do Estriado para cada animal. Primeiramente, os cortes foram
retirados da solucdo anti-congelamento e lavados duas vezes com tampao fosfato-salina
(Phosphate Buffered Saline - PBS; NaCl 137mM, KCl 2,7mM, NaHPO42H,O 10mM,
KH2PO4 2mM) por dez minutos em agitacdo constante. Em seguida, os cortes foram
incubados por uma hora com PBS contendo 0,8% de Triton X-100 (Sigma-Aldrich®) para
permeabilizacdo das células. Ao fim do processo os cortes foram lavados com PBS cinco
vezes por cinco minutos em agitacao e, em seguida, incubados com solu¢do para o
bloqueio de proteinas inespecificas (protein block, 1% BSA, 10% leite desnatado, 0,3M
de glicina e 0,1% tween 20) por mais uma hora. Foram novamente lavados por trés vezes
com PBS por dez minutos e em seguida incubados com o anticorpo primario (ab112;
abcam®)(1:1000) por 48h a 42C em agitacdo. Ao fim das 48h os cortes foram novamente
lavados com PBS por 3 vezes durante 10 minutos em agitacdo e incubados com o
anticorpo secunddrio fluorescente (ab150077; abcam®)(1:400) em agitacdo, a

temperatura ambiente e abrigados da luz por trés horas. Depois, foram lavados com PBS
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por trés vezes durante quatro minutos, também no escuro, e fixados em laminas de
microscopia utilizando-se meio de montagem com o corante DAPI para acidos nucleicos
(Fluoroshield Mounting Medium With DAPI; abcam®), para posterior analise em
microscopio.

Para a andlise das laminas foi utilizado microscépio de epifluorescéncia (Leica®
DM2000) acoplado a camera (Leica® DFC310 FX), com filtros de excitagdo BP 480/40
(visualizado como verde; marcacdo anti-TH) e BP 340-380 (visualizado como azul;
marcagao para nucleos celulares). Os neurénios reativos a marcagao anti-TH (THr) foram
contados manualmente com auxilio do programa Imagel) 1.48v (National Institute of
Health- NIH) a partir de fotos coletadas com aumento de 200x, sendo avaliados tanto os
neurdnios da Substancia Negra quanto os da regido dopaminérgica anexa chamada Area
Tegumentar Ventral (do inglés, VTA). O lado contralateral a lesdo (considerado lado
sadio) foi utilizado como controle interno para a lado ipsilateral (local da lesdo; lado
lesado), calculando-se, assim, a porcentagem de neurdnios THr remanescentes pela

seguinte férmula:

quantidade de neurénios do lado ipsilateral 100

%

quantidade de neurdnios do lado contralateral
Para a contagem de neurbnios THr, apenas foram considerados neurdnios com
citoplasma bem definido, integro e com boa coloracdo, além de possuir contorno da

regido nuclear também bem definido, tal como exemplificado na Figura 6:

Figura 6. Exemplo de um neurénio THr, em aumento de 1000x, considerado vidvel para
contagem de células. Em verde marcagdo anti-TH e em azul colora¢do DAPI. Barra de escala de
20um.
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Para a analise do estriado, foram capturadas imagens dessa regido em aumento
de 40x e selecionadas regides de interesse (RI), sendo em seguida medido o valor médio
de cinza (VC) utilizando o programa Image) 1.48v (NIH). Foi feito um cdlculo de
Densidade Otica (DO) seguindo a seguinte férmula (Palha et al, 2002; Sesito et al, 2011):

255
255 — (VCRI - VCfundo)

DO = 10g10

) — > FIGURE 28
¢ ( /0
N *F\)ﬂ‘?\

Figura 7. Demonstracdo de imunomarca¢do anti-TH na regido do estriado, mostrando a
esquerda o lado contralateral sadio e a direita o lado ipsilateral lesado. Destaque em A para a
regidio de fundo considerada para as andlises de Densidade Otica e em B a Regido de Interesse.

4.3- Andlises Estatisticas

Para o calculo do tamanho amostral, foi usada de base a seguinte férmula,

indicada pelo CEUA-UnB:

n= 1+[2€x(§)2]

Na qual:
s: desvio padrao

d: diferenga esperada entre os grupos
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C=(za + zB)?
a: grau de significancia
1-B: poder do teste

Foram adotados, para o calculo, valores de a=0,05 e poder de teste de 90%,

resultando em um valor de
C = (1,96 + 1,282)% = 10,51.

Considerando-se também um desvio maximo de 0,2 e uma diferenca projetada

de 0,5, tem-se que:

0,2\2
n=1+ 2><10,51><<05) =436

)

Ou seja, tem-se uma previsdao de n=5 (inteiro mais proximo) como tamanho
minimo para cada grupo amostral. Entretanto, vale ressaltar que varia¢bes
interindividuais de comportamento podem refletir em maior variabilidade nos
resultados, sendo que um tamanho amostral maior permite um aumento da
representatividade dos grupos em relacdo a populacdo. Assim sendo, foi estipulado um

tamanho amostral de n=6-8 de forma a trazer mais acurdcia aos resultados.

Tanto para a analise estatistica de comprometimento motor (RotaRod) quanto
para a de comprometimento sensério-motor (remocdo de fita adesiva) nos diferentes
dias, foi realizado andlise de variancia (ANOVA) design misto de medidas repetidas
seguida do pods-teste de Dunnett comparando os grupos com o controle Lesado. De
forma a comparar o efeito dos tratamentos no experimento como um todo, também foi
calculada a Area Sob Curva (ASC), tanto para o RotaRod quanto para o teste de remocdo
de fita, seguindo de ANOVA e pés-teste de Dunnett e Kruskal-Wallis e pés-teste de Dunn,

respectivamente.

No caso das rotac¢Oes induzidas por apomorfina foi realizado o teste Kruskal-

Wallis seguido do pds-teste de Dunn. Foi comparada a quantidade de neurdnios THr da
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SN e da VTA entre o lado ipsilateral e o lado contralateral dentro de cada grupo por meio
do teste Mann-Whitney; no caso da DO do estriado foi utilizado o teste t-Student. Ja a
porcentagem de neurdnios THr remanescentes e porcentagem de DO foram analisados

por meio do teste Kruskal-Wallis seguido do pds-teste de Dunn.

Foi considerado p< 0,05 como significancia. Todos os graficos foram expressos
em termos da média e do erro padrado da média (EPM), tendo sido as andlises estatisticas
e os graficos feitos com auxilio do programa GraphPad Prism 6.04 (La Jolla California

USA).
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Apéndice 2

QcnPgq

Comnine NakL 0 OBV
Comeretes: o Tasrsnghon

Autorizagao de Acesso e de Remessa de
Componente do Patriménio Genético

O Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico - CNPg, nos termos Deliberagao 246/2009, do
Conselho de Gestdo do Patriménio Genético, autoriza a
instituigao identificada no verso deste documento a acessar
e remeter componente do Patrimonio Genético com a
finalidade de pesquisa cientifica.

Brasilia, 19 de Novembro de 2013

Raquel de Andrade Lima Coelho
Diretor de Ciéncias Agrarias, Biologicas e da Saude
PO 161/2010

Processo: 010476/2013-0

Validade: 19/11/2013 a 01/08/2018
Instituicdo: UNIVERSIDADE DE BRASILIA
CNPJ: 000.381.740/0001-43

Pesquisador: Marcia Renata Mortari

CPF: 828.885.151-72

RG: 1507428 - SSP / DF

Para visualizar a versdo digital da Autorizagao de Acesso e

de Remessa de Componente do Patrimdnio Genético, V.Sa.

podera utilizar a ferramenta disponibitizada pelo CNPq para
esse fim na pagina
http:/#servicosweb.cnpg.brivisualizador/</a> e informar o
namero do protocolo 8904338536066393 para recupera-la
do banco de dados do CNPq

66



