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Resumo

Um dos grandes desafios da saude publica atual é o tratamento de dores
cronicas e/ou recorrentes, visto que em cerca de 50-70% dos casos,
analgésicos sistémicos e terapias conservadoras ndo sao eficazes para o alivio
da dor e podem causar graves efeitos adversos. Uma classe de peptideos
presente na peconha de vespas tem despertado o interesse de diversos
pesquisadores, pois demonstra grande potencial para o desenvolvimento de
novos farmacos antimicrobianos, antitumorais e analgésicos. Esses peptideos
multifuncionais sdo chamados mastoparanos e, apesar de suas excelentes
atividades in vitro e in situ, a administracdo sistémica dessa classe de
peptideos tem induzido efeitos adversos, como citotoxicidade e
neurotoxicidade. O proposito desta tese foi desenvolver uma nova molécula
com propriedades antinociceptivas (NeuroVAL) a partir do mastoparano
Agelaia — MP, com baixos efeitos adversos, além disso, estudar o mecanismo
de acdo do novo peptideo. Quando administrado por via i.c.v., uma potente
atividade antinociceptiva do NeuroVAL em camundongos Swiss foi observada,
em dois modelos de inducéo de dor térmica (placa quente e retirada de cauda).
Sua acado antinociceptiva foi inibida na presenca de cloridrato de naloxona (4
mg/kg) e de toxina pertussis (0.25 pg/animal), indicando que a agéo pode ser
causada pela interacdo com receptores opiodides. Quando testado in situ em
vias neurais periféricas, foi observado que o NeuroVAL (1 mM) € capaz de
reduzir aproximadamente 80% do potencial de acdo composto do nervo ciatico
de rd, sendo esse efeito reversivel apés a lavagem do meio. Outra acao
interessante é a capacidade de bloguear correntes de canais de sdédio
voltagem dependentes do tipo 1.7, de forma parcialmente reversivel quando
testado em ensaios eletrofisiologicos no patch clamp. Comparando-se o0s
peptideos Agelaia — MP e NeuroVAL quanto aos efeitos adversos, houve uma
reducdo nos seguintes parametros avaliados: hemodlise e alteracdes de
comportamentos espontaneos, demonstrando a importancia da sintese
bioinspirada para o desenvolvimento de farmacos promissores. Muito se
avancou no conhecimento da atividade neurofarmacol6gica dos mastoparanos
e do NeuroVAL, embora ainda se faca necessério estudos com a determinagéo

estrutural e as interacdes moleculares entre os peptideos e os receptores alvo,
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dessa forma seré possivel conhecer mais sobre a dor, antinocicep¢do e seus

mecanismos moleculares.

Palavras-chave: Dor, antinocicepcao, opioides, patch clamp, efeitos adversos,

vespas.

——
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Abstract

Currently, one of the major challenges faced by public health involves the
treatment of chronic and / or recurrent pain, considering that in around 50-70%
of the cases, systemic analgesics and conservative therapies are not effective
for pain relief and can cause serious adverse effects. On this aspect, a class of
peptides found in the venom of wasps has drawn the attention of several
researchers, considering its potential for the development of new antimicrobial,
antitumor and analgesic drugs. These multifunctional peptides are known as
mastoparans, and even though they have shown excellent in vitro and in situ
activity, systemic administration of this class of peptides has induced adverse
effects such as cytotoxicity and neurotoxicity. Considering this, the purpose of
this study was to develop a molecule (called Neuroval) obtained from
mastoparan Agelaia - MP with antinociceptive properties and low intrinsic
adverse effects. When administered via intracerebroventricular in Swiss mice,
NeuroVAL showed potent antinociceptive activity, as tested in the two thermal
pain induction models (hot plate and tail flick). NeuroVAL’s antinociceptive
action was inhibited in the presence of naloxone hydrochloride (4 mg / kg) and
pertussis toxin (0.25 ug / animal), indicating that its action may be caused by its
interaction with opioid receptors. When tested in situ in peripheral neural
pathways, it was observed that NeuroVAL (1 mM) is able to reduce
approximately 80% of the action potential in frog's sciatic nerve, being a
reversible effect after washing the medium. Another interesting effect was
NeuroVAL’s ability to block type 1.7 voltage-dependent sodium channel, as
seen in patch clamp electrophysiological tests. Comparing Agelaia-MP and
NeuroVAL peptides adverse effects, it was evident that there was a reduction in
the parameters evaluated: hemolysis and changes in spontaneous behaviors,
suggesting the importance of bioguided synthesis of promising drugs. Great
progress has been achieved in the understanding of neuropharmacological
activity of mastoparans such as NeuroVAL, although new studies are still
necessary to determine the structural and molecular interactions between
peptides and target receptors, thus, permiting a better understanding about
pain, antinociception and its molecular mechanisms.

Key-words: Pain, antinociception, opioids, patch clamp, wasps.

16

——
| —



1. Introducdao

1.1 Dor e Nocicepcao

A Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (International
Association for the Study of Pain — IASP) definiu o termo dor como uma
“desagradavel experiéncia sensorial e emocional associada a um dano real ou
potencial, ou descrita em termos desse dano.” Esse conceito elaborado em
1986 e revisado em 2011, descreve a dor como uma experiéncia subjetiva e
pessoal e com diferentes papéis no organismo. Deve-se ressaltar que mesmo
em ocasides onde ndo ha vocalizacdo ou expressdo da dor, ndo implica

necessariamente em sua auséncia.

Apds a definicdo de dor houve a necessidade de se elaborar um
conceito que nao envolvia o componente emocional e cultural, apenas a
captagcaodo estimulo pelos nociceptores e o seu processamento em centros
encefalicos, ficou entdo determinado o conceito de nocicepcao (IASP, 1994).
Pode-se observar a importancia dessa diferenciagdo na experimentacao
animal, na qual ha grande dificuldade de se captar componentes emocionais,
principalmente em testes que envolvem respostas reflexas como o da retirada

de cauda (JONES, 1992).

Por ser um fend6meno sensorial multidimensional que envolve aspectos
culturais, afetivos, comportamentais e crencas, pode-se dizer que a dor € uma
experiéncia pessoal e para melhor abordagem terapéutica, viu-se a
necessidade de classifica-la. Os quatro sistemas de classificagdo de dor mais

utilizados séo: patofiosioldgicos (nociceptiva ou neuropatica), com base no
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tempo de duragdo (aguda, crbnica ou intermitente), na etiologia (maligno ou

nao maligno) e de acordo com o sitio anatémico afetado (OMS, 2012).

A dor é considerada um dos maiores problemas clinicos, sociais e
econdbmicos em todo o mundo. Atingindo todas as idades, a dor impacta
negativamente na qualidade de vida dos pacientes. Estima-se que 0 gasto
anual com essa patologia varie entre 560 a 635 bilh6es de dolares, maior do
gue o gasto com céancer (243 bilhdes de ddlares), doencas cardiovasculares
(309 bilhdes de dolares) e diabetes (188 bilhdes de ddlares) (HENSCHKE et al,

2015).

Sabe-se que a dor crénica esta presente em varias etapas da vida, na
primeira infancia e na adolescéncia, estima-se que aproximadamente 40% das
criancas sao afetadas por dores do crescimento (FORNI; JALIKHIAN, 2011).
Em geral, estima-se que uma a cada cinco pessoas sofre com dores crénicas
severas a moderadas (THEILE e CUMMINS, 2011). Em adultos,
aproximadamente 20% da populacdo mundial sofre com dor crénica (PARK;
MOON, 2010), sendo considerada uma questdo de saude publica, pois esta é
uma condicdo incapacitante para muitos trabalhadores (KRELING; CRUZ;
PIMENTA, 2006). Em idosos, a prevaléncia de dor crbnica é muito maior,
tornando-se a queixa principal nos ambulatérios (PASQUALOTTI; SILVEIRA;

COLUSSI, 2012).

Embora a dor crénica seja muito comum, ainda ndo ha estudos com a
epidemiologia dessa patologia no Brasil, apenas estudos em alguns

municipios, que revelam que cerca de 40-50% dos pacientes que dao entrada
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nos centros de atendimento emergenciais tém como queixa principal, a dor

(BARRETO et al., 2012).

Estudos epidemiolégicos nos Estados Unidos declararam que
aproximadamente 86 milhdes de norte-americanos se queixam de dores
cronicas, destes, 65 milhdes (75%) ndao encontravam-se aptos para o trabalho,
seja por invalidez total ou parcial, representando um gasto anual de cerca de
70 bilhdes de dolares (MARQUEZ, 2004). Um grande levantamento
epidemioldgico de dor crénica na Europa constatou também que essa dor afeta
intensamente a qualidade de vida dos pacientes. Aproximadamente 19% dos
europeus adultos sofrem de dor cronica de intensidade moderada a severa, e
destes, 40% nao tem um manejo da dor adequado e a maioria nao foi assistido

por um especialista em dor (BREIVIK et al., 2006).

1.1.1 Canais de SdAdio voltagem dependentes

Muito se tem estudado sobre o papel dos canais iGnicos no impulso
nociceptivo, tanto os voltagem dependentes, quanto os acoplados a receptores.
Mutacbes nesses canais podem causar diversas sindromes relacionadas a
nocicepcao, desde insensibilidade a dores cronicas severas (CREGG et al.,

2010).

Os canais i6nicos dependentes de voltagem sdo uma grande familia de
proteinas transmembréanicas codificadas por 143 genes. Esses canais,
importantes para a transducao de sinal, sdo um dos alvos farmacoldgicos mais
comuns, perdendo apenas para oS receptores acoplados a proteina G e

aqueles acoplados a proteina kinase (CATTERALL et al, 2005). A classificacao
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desses canais depende do ion que ele conduz, sendo os principais envolvidos
na conducdo do estimulo nociceptivo: os canais de calcio, sédio e potassio

(RUIZ; KRAUS, 2015).

Os canais de sédio voltagem dependentes (Na,) foram descobertos em
1952 por Hodking e Huxley, quando estudavam axdnios de lula gigante. Desde
entdo, com o aumento do interesse pela eletrofisiologia e o desenvolvimento de
novas tecnologias foram encontrados diversos subtipos de canais de sodio em
mamiferos, sendo divididos em duas grandes familias os Na,l, sub
classificados em Na,1.1 até Na,1.9, e os Na,2, mais recentes e por isso ainda

nao muito estudados.

Basicamente, os canais Na, sdo formados por uma grande subunidade a
de 260 kDa, que forma um poro, associadas a uma ou duas subunidades (3,
gue diferem de acordo com a regido em que o canal esta sendo expresso. A
subunidade formadora do poro é suficiente e necessaria para o funcionamento
do canal, contudo a cinética e a dependéncia de voltagem é constantemente
modulada pelas subunidades 8 (Figura 1) (ISOM et al 2001; CATTERALL et al,

2005).

Os Na, estdo presentes em diversas células excitaveis como neurdnios
e células musculares (CATTERALL et al, 2005; ALEXANDER et al, 2015), e
estdo envolvidos nos mais variados estimulos sensoriais, inclusive o0s
nociceptivos. Sabe-se contudo, que apenas alguns tipos de Na, estédo
expressos em vias relacionadas diretamente a nocicepgcdo, tanto centrais
guanto periféricas, estes sdo Na, 1.1, Na, 1.3, Na, 1.6, Na, 1.7, Na, 1.8 e Na,

1.9 (CATTERALL et al, 2005; ALEXANDER et al, 2015). O blogueio destes
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canais pode inibir a via de sinalizacdo nociceptiva, provocando, portanto, um

efeito analgésico.

A -
A /e a HNY T
| ]
f Q,
B2 X\ Ao
Mew Extraceldar g
A g "
Meio Intracelular | 3
0,6 t co;
Poro Drogas
Sansor de Voltagem Inativagdo

Figura 1: A) Esquema estrutural bidimensional de canais de sédio voltagem
dependentes (modificado de CATTERALL et al, 2005) B) Esquema
tridimensional de canais de sodio voltagem dependente em trés estados:
fechado, aberto e inativado. Pequenas variagdes de voltagem na membrana
fazem com que o sensor de voltagem (verde) se movimente e abra o canal,
permitindo a passagem de sédio. Como a mudanga de conformagao do canal
para que ele volte ao estado fechado é lenta, existe um modo de rapida
inativagdo, onde uma das algcas bloqueia o poro formado impedindo a
passagem de ions (modificado de EIJIKELKAMP et al, 2012).




Anestésicos locais como a lidocaina, atuam blogueando canais de sodio
voltagem dependentes impedindo assim a conducgao da informag&o nociceptiva
do sistema nervoso periférico (SNP) para o Sistema Nervoso Central (SNC).
Outros farmacos que atuam em canais de sédio e tem sido muito usados para
o tratamento de dores neuropaticas sdo 0s antiepiléticos carbamazepina e
topiramato, que bloqueiam os canais de sddio do SNC. A tetrodotoxina (TTX),
um alcaléide guanidinico bloqueador de canais do tipo Na, tem sido empregada

em testes clinicos de fases Il e lll com indicag&o principalmente no tratamento

de dor em pacientes com cancer
(https://www.clinicaltrials.gov/ct2/results?term=TTX&pg=1, busca em
21/02/2017).

Até o momento, poucas toxinas de vespas com atividade em canais de
sbédio ligados a transmissdo da informacdo nociceptiva foram descritas, as
pompilidotoxinas (PMTX) fazem parte desse grupo. Sao peptideos com 13
residuos de aminoacidos isolados da peconha de vespas solitarias Anoplius
samariensis (a-PMTX) e Batozonellus maculifrons (B-PMTX). Eles atuam
facilitando as sinapses na juncdo neuromuscular e na inativacao lenta dos Na,

(SCHIAVON et al, 2010).

1.1.2 Receptores acoplados a proteina G

Os receptores acoplados a proteina G (RAPG) sdo a maior familia de
receptores de membrana com aproximadamente 800 membros. Eles sao
divididos em seis classes (A-F) baseadas nas similaridades estruturais e

funcionais, e sdo responsaveis por inUmeros eventos celulares que resultam
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em diferentes respostas fisiolégicas como as sensoriais, regulacdo da pressao
sanguinea, resposta imune, comportamento e humor (BOCKAERT; PIN, 1999;

GHOSH, 2015).

Existem duas classes gerais de proteinas G: as heterotriméricas,
compostas por trés subunidades distintas (a, B e y), € as monoméricas,
também denominadas proteinas G pequenas. Cada classe responde de forma
diferente a ativacdo do RAPG, as heterotriméricas quando ativas separam suas
subunidades em a e no complexo By, as subunidades agora livres ativam
diferentes proteinas intracelulares e desencadeiam inUmeras respostas

fisiologicas (PURVES et al., 2012).

A segunda classe, a de proteina G monomérica € formada por uma
Gnica proteina denominada Ras, essa proteina é responsavel por regular a
diferenciacéo e proliferacdo celular, enviando sinais a receptores de kinases no
nacleo (PURVES et al., 2012). Mutacbes e anomalias nessa via podem
desencadear sérios problemas inclusive o cancer (HANAHAN; WEINBERG,

2011).

1.1.3 Receptores opidides

Os receptores opidides pertencem a grande familia de receptores
acoplados a proteina G. Em 1940, o inicio da jornada na descoberta desses
receptores se iniciou com a caracterizacdo dos trés principais antagonistas:
naloxona, naltrexona e meperidina. Atualmente, estdo caracterizados seis

receptores opidides, distribuidos em diferentes locais do corpo e nem todos
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ligados a analgesia, séao eles: p, K, 8, ORL-1, € e { (DHAWAN et al., 1996;

MARTINS et al., 2012).

Genericamente, todos os receptores opidides possuem sete dominios
transmembréanicos e estdo acoplados a proteinas Gi. Agonistas opibides
desencadeiam a ativacéo de canais de K" retificadores de corrente (Kir3) e o
bloqueio de canais de Ca®*, o que resulta em uma inibicdo do estimulo
nociceptivo. Diferente dos receptores mencionados anteriormente, 0s
receptores opidides estdo expressos apenas nas vias descendentes da dor,
tendo um importante papel na antinocicepcédo. Contudo, novas pesquisas estao
sendo conduzidas para desvendar a importancia desses receptores na

modulacéo da dor (AL-HASANI; BRUCHAS, 2011).
1.1.4 Novos farmacos analgésicos

A procura por novos farmacos analgésicos pelas industrias
farmacéuticas teve um crescimento consideravel nos dltimos 10 anos, sendo
atualmente, depois do céancer, a segunda maior area que apresentou
crescimento de pesquisas (ARROWSMITH, 2012). Contudo, menos de 10%
dos analgésicos que estdo sendo avaliados em testes clinicos passam para
estudos clinicos fase Il. Isso ocorre por diversas razdes, em especial porque
alguns modelos animais ndo sdo tdo eficientes para predizer a eficacia em
humanos e pela resposta a placebo em alguns testes de analgésicos
(http://www.painweek.org/education_posts/analgesic-development/ busca em:

11/01/2016).

As terapias de combate a dor devem ser abordadas

multiprofissionalmente levando-se em consideragcdo todos os aspectos
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emocionais e culturais da dor abordados anterioemente. Quando o uso de
farmacos torna-se necessario € preconizado mundialmente que a terapia deve
seguir trés passos, quando em adultos, e dois passos em tratamento
pediatrico. O manejo da dor dos trés passos envolve o uso de anti-inflamatorios
nao esteroidais (AINEs), agonistas opioides fracos (ex.: codeina) e agonistas
opidides fortes (ex.: morfina), escalonando-os quando necessario. Enquanto a
terapia pediatrica elimina o uso de agonistas opidides fracos, iniciando o

segundo passo com baixas doses de agonistas opiodides fortes (WHO, 2012).

Além disso, em casos de dor provocada por lesdo em nervos, 0O
tratamento pode envolver o uso de antidepressivos e antiepiléticos para regular
e deprimir a comuncagao sinaptica do nervo lesionado, diminuindo

consequentemente a dor.

Embora tenham ocorrido avangos na area de alivio da dor, o foco nao
tem sido o desenvolvimento de novas moléculas com atividade analgésica, e
sim, principalmente, a redugdo dos efeitos adversos das moléculas mais
utilizadas no mercado para esse fim, os opidides. A falta de compreensao da
dor aguda, a dificuldade em desenhar estudos clinicos corretos para o teste de
novos analgésicos, eliminando-se o efeito placebo, tem limitado o avango no

desenvolvimento de novos farmacos pela industria (POWER, 2011).

Levando-se em consideracdo a descoberta de novos alvos
farmacologicos para dor, a especificidade de peptideos derivados de peconha
de artrOpodes para esses alvos e o0 grande numero de pacientes resistentes

aos tratamentos convencionais para a dor, a busca de novos agentes
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antinociceptivos especificos, de facil administragdo e como uma boa relacéo

custo beneficio se faz necesséria.

1.2 Historico dos Mastoparanos

Em 1979, Hirai e colaboradores caracterizaram farmacologica e
estruturalmente um peptideo inédito da peconha da vespa oriental Vespula
lewisii. Foi observada, como atividade principal, a capacidade de degranular
mastocitos, por esse motivo o composto foi denominado Mastoparano (MP),
além disso, teve sua estrutura determinada por degradacdo de Edman,

apresentando a seguinte sequencia de aminoacidos INLKALAALAKKIL-NH,,

Posteriormente, com o desenvolvimento tecnoldgico e o interesse pela
busca de novos compostos farmacolégicos extraidos da pegconha de animais,
foi observado a presenca de peptideos com as mesmas caracteristicas do MP
em outras espécies de vespas. Assim, 0s mastoparanos deixaram de ser
apenas um peptideo e se tornaram uma classe, a mais abundante em peconha

de vespas sociais e solitarias (NAKAJIMA et al., 1986).

Apesar de apresentarem semelhancas estruturais e funcionais com
peptideos isolados da peconha de abelhas e da secrecdo cutanea de sapos,
melitina e bombinina, respectivamente, acreditava-se que 0s mastoparanos
eram peptideos restritos a artropodes da ordem Hymenoptera, familias
Vespidae, Pompilidae e Sphecidae (ARGIOLAS; PISANO, 1983; BAPTISTA-
SAIDEMBERG et al., 2012; CSORDAS; MICHL, 1969). Contudo, em 2015,
Zare-Zardini e colaboradores isolaram um mastoparano do macerado do
Louva-a-Deus Sphodromantis viridis, que foi denominado Mastoparano-S

(LRLKSIVSYAKKVL-NHy), devido a sua elevada similaridade estrutural com o
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Mastoparano-B  (LKLKSIVSWAKKVL-NH,), isolado da Vespa basalis,
apresentando apenas dois residuos de aminoacidos diferentes. Similar ao
observado para outros mastoparanos, o Mastoparano — S mostrou uma potente
atividade antimicrobiana. Essa atividade antimicrobiana foi avaliada em
bactérias gram positivas (Bacillus cereus, Bacillus subtilis e Leuconostoc
mesenteroides) e gram negativas (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e
Pseudomonas aeruginosa), além de fungos filamentosos (Aspergillus fumigatus
e Aspergillus niger) e leveduras (Candida albicans). Todos 0os microorganismos
testados mostraram sensibilidade ao peptideo com MIC variando entre 15,1 a

28,3 pg/mL (ZARE-ZARDINI; TAHERI-KAFRANI; ORDOOEI, 2015).

As sequéncias dos mastoparanos sao bastante conservadas, e muitas
vezes 0 mesmo peptideo é encontrado em espécies de vespas muito distantes
filogeneticamente (figura 1). Exemplos disso sdo os mastoparanos Agelaia-MPI
e Polybia-MPII, isolados das peconhas das vespas sociais Agelaia pallipes e
Polybia paulista, respectivamente. Ambos também foram encontrados na
peconha das vespas Parachartergus fraternus e Pseudopolybia vespiceps
(BAPTISTA-SAIDEMBERG, 2011; GONCALVES et al, 2016; MENDES et al.,

2004).
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Figura 2: Arvore filogenética da familia Polistinae. As marcacdes em azul
indicam os géneros onde foram descritos o mastoparano Agelaia - MP,
enquanto as marcagbes em vermelho os géneros onde foram descritos o
mastoparano Polybia-MPIl (WENZEL e CARPENTER, 1994).

1.2.1 Estrutura Geral dos Mastoparanos

Estruturalmente, um mastoparano pode ser identificado por apresentar
algumas caracteristicas comuns, tais como: 10 a 14 residuos de aminoacidos,
dois a quatro residuos de lisina, amidacdo na porcao C-terminal, auséncia de

cisteinas, além de assumir uma conformacao secundaria em a-hélice, quando
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em contato com fosfolipideos de membrana (DOS SANTOS CABRERA et al.,
2008; NAKAJIMA et al., 1986). Essas caracteristicas permitem que o0s
mastoparanos possuam elevada capacidade de penetrar as membranas, o que
resulta em sua multifuncionalidade, que pode ser resumida em duas grandes

funcgdes: citolitica e ativadora de proteina G (JONES; HOWL, 2006).

Tendo em vista a capacidade dos mastoparanos em penetrar
membranas bioldgicas, pode-se inclui-los em uma classe maior de peptideos
denominados Peptideos Penetrantes de Células (PPC). Os PPC séo peptideos
de sequencia curta que penetram nas células sem utilizar os mecanismos de
endocitose e podem ser divididos em trés classes: derivados de proteina,

guiméricos e sintéticos (LINDGREN; LANGEL, 2011).

Outra forma de classificar os PPC é de acordo com sua estrutura
guimica em catidnicos e anfipaticos. A sequéncia dos PPC catidnicos é rica em
residuos basicos como arginina, lisina e histidina, e sdo, esses residuos, 0s
principais responsaveis pela sua capacidade em penetrar membranas
biolégicas, interagindo com motivos anibnicos ou acidos das membranas.
Paralelamente, os anfipaticos possuem caudas lipofilicas e hidrofilicas que

permitem sua entrada na membrana (BOLHASSANI, 2011).

Embora existam diferentes maneiras de classifica-los, uma caracteristica
comum a todos os PPC é sua elevada quantidade de residuos basicos de lisina
(BOLHASSANI, 2011), esses residuos estdo presentes em grande quantidade

na sequéncia dos mastoparanos como pode ser visto na tabela 1.
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Tabela 1: Principais mastoparanos isolados da peg¢onha de vespas e suas
atividades bioldgicas

Mastoparano Sequéncia (NH,) MM (Da) pr,da_de Hemoélise Referencias
Biol6gica
Agelaia MP-I INWLKLGKAIIDAL 1567.95 Secregao insulina Mendes et al, 2004
EMP-AF INLLKTAKGTIKSL  1524.02 Jungao Konno et al, 2000
neuromuscular
Protopolybia MPI INWLKLGKVSAIL 1454.90 Mendes et al, 2005
Mastoparano-C INWKALLAVAKKIL 1581.02 Ativa Proteina G Hemolitico Argiolas e Pisano, 1984
Mastoparano-X INWKGIAAMAKKLL 1556.93 Ativa Proteina G Hirai et al, 1979b
Edema,
Mastoparano-B LKLKSIVSWAKKVL 1613.02 . . Ho e Hwang, 1991
Antimicrobiano
Mastoparano-S LRLKSIVSYAKKVL 1618.03 Antimicrobiano Zare-Zardini et al, 2015
EMP-ER LNLKGIFKKVASILT  1645.04 Antimicrobiano Konno et al, 2006; Rangel et al,
No 2011
Protopolybi iti
ro :np:""b'a INWKAIIEAAKQAL  1568.91  Ativa Proteina G Hemolitico Mendes et al, 2005
P’°t“‘;|‘l’:l’l'lyb'a INWLKLGKAVIDAL  1553.94 Ativa Proteina G Mendes et al, 2005

*Em vermelho, os residuos de lisina.

Nesse contexto, DE SOUZA e colaboradores (2011) estudaram o efeito

da localizacdo das lisinas em quatro mastoparanos, sendo trés naturais

(Protonectarina-MP, Parapolybia-MP e Polybia-MP1) e um modificado (MK-

578). Foi observado que quando os residuos de lisina estdo localizados no

meio da sequéncia, sua atividade de penetracdo em membranas biolbgicas &

reduzida em comparacdo com a presenca de lisinas localizadas no inicio (4-5

aminoéacido) ou no final (11-13 aa) da cadeia peptidica. Uma hipotese descrita

pelos pesquisadores foi a de que os residuos de lisina localizados na posicao

5, 7 e 8 da sequéncia de aminoacidos criam uma superficie hidrofébica

heterogénea que diminui a interacdo com membranas biolégicas, reduzindo,

consequentemente, sua penetracdo e sua atividade antimicrobiana, hemolitica

e degranuladora.
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Além da presenca desses residuos, sabe-se que todos os mastoparanos
naturais descritos até o momento sdo amidados na por¢cdo C-terminal. Essa
amidacao é responsavel pela estabilizacdo da estrutura secundaria em a-hélice
gue estes mastoparanos apresentam quando imersos em solucdes lipidicas
(SFORCA et al., 2004), além de impedir a degradacao proteolitica (ANDREU;
RIVAS, 1998). Essa concluséo foi corroborada por DA SILVA e colaboradores
(2014) ao estudar dois mastoparanos um natural, com NH, na regido C-
terminal, e um sintético, com OH na mesma porc¢ao. Diminuigdo das atividades
antimicrobiana, hemolitica e degranuladora foram observadas, assim como, a
interacdo com membranas biolégicas também foi prejudicada no peptideo

coma auséncia da amidagéo.

A maioria dos mastoparanos apresentam a sequéncia de aminoacidos
isoleucina(l)-asparagina(N)-triptofano(W) na porcdo N-terminal, seguidos de
uma lisina (K) ou leucina (L) (NAKAJIMA et al., 1986). Alguns membros dessa
familia, no entanto, apresentam um residuo acido no lugar da N, geralmente
um &acido aspartico (D) (LEITE et al.,, 2011). Essa troca contribui para a
estabilizagao da a-hélice (MARQUSEE; ROBBINS; BALDWIN, 1989) e modifica
a atividade do peptideo, diminuindo sua capacidade de degranulacdo de
mastocitos e sua atividade hemolitica. Vale ressaltar, que mastoparanos com
sequéncia inicial IDW apresentam elevada atividade antimicrobiana (DE

SOUZA, 2006).

Para melhor compreender o papel dos residuos de aminoacidos acidos
na regido N-terminal dos mastoparanos, LEITE e colaboradores (2011)

avaliaram a hidrofobicidade e a atividade litica de cinco mastoparanos, Polybia-
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MPI, Polybia-MPII, Polybia-MPIIl, um analogo sintético Polybia N2-MPI e o
Mastoparano- X (MP-X). Os resultados obtidos por esses autores confirmaram
a capacidade dos residuos acidos de estabilizarem a a-hélice do mastoparano,
e que alteracbes nas caracteristicas de hidrofobicidade e hidrofilicidade do
peptideo mudam, consequentemente, a interacdo com a bicamada lipidica e

sua capacidade litica.

O conhecimento das caracteristicas estruturais dos mastoparanos e da
funcdo de cada um dos seus residuos possibilita a elucidagdo da interagdo com
os alvos dessa classe de peptideos e o desenvolvimento de novas estruturas
mastoparan-like, = com importantes efeitos  farmacologicos, = como:
antimicrobianos, antitumorais, hipoglicemiantes e neuroativos (BAPTISTA-
SAIDEMBERG et al., 2012; MORENO; GIRALT, 2015; ROCHA et al., 2009;
SANCHEZ-BLAZQUEZ; GARZON, 1994, 1995; YANDEK et al., 2007; ZHANG

et al., 2013).

1.2.2 Principais atividades dos mastoparanos

Como componente peptidico majoritario da pegonha de vespas sociais e
solitarias (NAKAJIMA et al., 1986), os mastoparanos estdo envolvidos em
diversos efeitos patofisiologicos apdés o0 envenenamento, tais como:
degranulacdo de mastécitos (sua principal caracteristica funcional), atividades
inflamatorias, lise de membranas celulares, hemdalise, liberagdo de histamina e,
consequente vasodilatagdo, além da inducdo de quimiotaxia de neutréfilos e
células T helper, resultando no recrutamento de outros leucocitos para o local

inflamado (HANCOCK; DIAMOND, 2000). Os mastoparanos podem, ainda,
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ativar a fosfolipase A2 presente na peconha e no tecido do paciente
acidentado, levando a um aumento da leséo tecidual e do edema (ARGIOLAS;

PISANO, 1984).

Os peptideos degranuladores de mastécitos atuam também como
agentes promotores de exocitose em diversas células de mamiferos,
promovendo a secrecao de serotonina a partir de plaquetas e de prolactina na

glandula pituitaria (OZAKI et al., 1990; YAJIMA et al., 1997).

A multifuncionalidade dos mastoparanos descrita por diversos autores
deve-se, em parte, a sua capacidade de mimetizar receptores metabotropicos
acoplados a proteina G, ativando-a (HIGASHIJIMA et al., 1988; JONES;
HOWL, 2006). Os mastoparanos podem modular a atividade da proteina G
sem que atue diretamente em seu receptor, por esse motivo sdo considerados
atualmente uma ferramenta de exceléncia para o estudo desse complexo
sistema de sinalizacdo intracelular (HIGASHIJIMA et al., 1988; JONES; HOWL,

2006; TODOKORO et al., 2006).

Muitas doencas neurolégicas, como transtornos de humor, epilepsia,
Doenca de Parkinson, Doenca de Alzheimer e dor crénica estéo relacionadas a
receptores acoplados a proteina G (GONZALEZ-MAESO et al., 2002; GUIXA-
GONZALEZ et al.,, 2012; LAGERSTROM; SCHIOTH, 2008; THATHIAH; DE
STROOPER, 2011). Dessa forma, na ultima década, os mastoparanos tém sido
considerados farmacos promissores para o tratamento de diversas doencas
neuroldgicas, ou para o estudo dessas desordens, seja em sua forma natural,

modificada ou quimérica (SILVA et al., 2015).
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1.2.3 Aplicacado farmacoldgica dos mastoparanos

Embora os mastoparanos possuam muitos efeitos potencialmente
toxicos, estudos farmacolégicos estdo desvendando novas atividades desses
incriveis peptideos multifuncionais, tais como: antimicrobiana, antitumoral,

analgésica e estimuladora da secrecao de insulina.

Além da degranulacdo de mastocitos, atividade farmacoldgica que
auxiliou a nomear esta classe de peptideos, a atividade antimicrobiana € uma
caracteristica comum dos mastoparanos. Sua capacidade de interagir com
membranas biolégicas e desestabilizar a bicamada lipidica, provocando a lise
da ceélula, confere aos mastoparanos fungcbes bactericidas, antifungicas,
antivirais e antiparasitarias. Estes peptideos tém se mostrado promissores para
0 combate de bactérias, inclusive cepas clinicas multirresistentes, sejam
administrados sozinhos ou associados a outros antiobioticos (CHEN et al.,

2008; HENRIKSEN et al., 2014; LIN et al., 2012; YANG et al., 2013).

Os mastoparanos naturais sdo pouco seletivos as membranas de
mamiferos ou de bactérias, consequentemente, sua administracdo sistémica
causa muitos efeitos adversos. Na tentativa de solucionar esse problema e
aumentar sua especificidade, pesquisadores tém se empenhado em adaptar a
estrutura desse peptideo, fazendo com que se torne seletivo para a membrana

de bactérias (MORENO; GIRALT, 2015).

Em relagdo a acdo antiviral, foi desenvolvido um peptideo derivado do
mastoparano classico denominado Mastoparano-7 (INLKALAALAKALL-NH2)
gue apresentou uma potente atividade antiviral contra virus envelopados

isolados. Por ter facilidade de romper membranas, o MP7 desestabiliza a
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membrana viral e dificulta a entrada do virus na célula (SAMPLE et al., 2013).
Atualmente, existem apenas dois antivirais de amplo espectro, Ribavarina e
Interferon, muito usados para o tratamento de hepatite C. Embora sejam
eficazes no combate a viroses, produzem muitos efeitos adversos, como
fadiga, mal-estar, perda de peso, depressdo, nausea, anorexia, diarreia,
neutropenia, retinopatia, febre e tosse seca (CHAMBERS et al., 1997; GARCIA
et al., 2012; HELAL; ZACHARIAS; DE ALENCAR, 2006; KAWANO et al.,
1996).

Ainda em relacédo ao efeito quimioterdpico dos mastoparanos, Carter e
colaboradores (2013) testaram 33 peptideos antimicrobianos contra duas
diferentes espécies de Plasmodium sp. (P. falciparum e P. berghei), dentre os
peptideos testados estdo o Mastoparano X e o Transportan 10, uma quimera
de peptideos com 21 residuos de aminoacidos, no qual a regido C-terminal
contém o Mastoparano e na regido N-terminal seis residuos do neuropeptideo
galanina. Os peptideos demonstraram uma boa atividade antiparasitaria in vitro
com o parasita isolado, mas nao tao relevante quando avaliado em ovécitos de

Anopheles gambiae infectados com o parasita.

Além de sua agcdo como antiparasitario, o Transportan e o Transportan
10 foram desenvolvidos para penetrar a barreira hematoencefalica (BHE). Essa
estrutura € responsavel pela regulacdo da homeostase e da permeabilidade
cerebral, contudo, fazer um farmaco transpassa-la € um desafio para os
farmacologistas. Com o0 avanco da farmacocinética, biologia molecular,
nanotecnologia e toxinologia, tém sido desenvolvidas estratégias com o
objetivo de facilitar a passagem pela BHE e, consequentemente, aumentar a

concentragdo cerebral dos farmacos (CHEN; LIU, 2012). Os CPP, em especial

35

——
| —



0S mastoparanos, tém sido utilizados como entregadores de farmacos por sua
capacidade de penetragdo, sendo acoplados aos compostos para facilitar sua

entrada no Sistema Nervoso Central (SNC).

Sendo assim, com o objetivo de permitir a passagem pela BHE, foram
criados peptideos quiméricos denominados Transportan, descritos
anteriormente, que sao resultado da fusdo de um Mastoparano ao
neuropeptideo Galanina. O Transportan tradicional é formado pelo
Mastoparano-X completo conectado a 12 residuos de Galanina por uma lisina,
resultando em uma quimera com 27 residuos de aminoacidos (POOGA et al.,
1998). Enquanto o Transportan-10 foi desenvolvido da mesma forma que o
anterior, porém com apenas sete residuos terminais da Galanina (YANDEK et
al., 2007). A Galanina é um neuropeptideo, com 30 residuos de aminoacidos,
descoberta em 1983 em humanos (para revisdo ver WEBLING et al., 2012).
Seu nome é derivado da fusdo dos aminoéacidos Glicina e Alanina, presentes
na regido C e N-terminal, respectivamente. Largamente distribuida no SNC e
periférico, a Galanina tem sido associada a patofisiologia de doencas
neurodegenerativas, como a Doenca de Alzheimer e a Epilepsia (WEBLING et
al.,, 2012). Segundo Counts e colaboradores (2008), a superexpressdo do
neuropeptideo detectada em pacientes com Alzheimer pode preservar as
fungBes da via colinérgica estriatal, o que consequentemente, pode diminuir os
sintomas da doenca. A construcdo quimérica Transportan e Transportan-10
pode ser usada como um sistema de entrega da Galanina para o SNC e como

tratamento para doencas neurodegenerativas (SILVA et al., 2015).

Recentemente, foi demonstrado a capacidade do mastoparano Polybia-

MPI em eliminar células tumorais sensiveis e resistentes, com alta seletividade,
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em especial, devido a sua preferéncia por interagir com membranas
carregadas negativamente (anibnicas), 0 que resulta em morte celular por
necrose e menores efeitos adversos para os pacientes (LEITE et al.,, 2015;
WANG et al.,, 2008). Embora tenha sido determinada a morte celular por
necrose, o0 mecanismo pelo qual culminou nesse resultado ainda nao foi
elucidado.

Assim como as bactérias desenvolveram mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos, as células tumorais também desenvolveram resisténcia aos
oncoquimioterapicos mais usados, por mecanismos bem semelhantes aos de
resisténcia bacteriana como a bomba de efluxo dos compostos recém
absorvidos (AMBUDKAR et al.,, 1999). Evidentemente, novos agentes
quimioterapicos para o tratamento do cancer tém sido buscados
incansavelmente pela indastria farmacéutica e os mastoparanos tém se
mostrado um potente candidato ao cargo de novo farmaco.

O mastoparano classico também apresentou uma potente funcao
antitumoral em células de melanoma murino com atividade in vivo e in vitro.
Diferentemente do Polybia MPI, a morte celular causada pelo mastoparano
classico foi por apoptose e seu mecanismo de acdo tem sido largamente
estudado. Foi detectada ativacdo de caspases 9, 12 e 13, decorrentes de
ativacao mitocondrial, além disso o aumento da expressao de proteinas pro-
apoptoticas (Bax e Bim) e anti-apoptoticas (Bcl-XL) (DE AZEVEDO et al.,
2015). Essa foi a primeira vez que um mastoparano teve descrita esta
atividade, assim como o mecanismo de agéo envolvido no efeito antitumoral.

Sabe-se também que o0s mastoparanos tém a capacidade de elevar a

permeabilidade em mitocondrias isoladas e desencadear o processo de
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apoptose pela liberacdo de proteinas, como as do citocromo ¢ (JONES et al.,
2008; PFEIFFER et al., 1995). A mitocéndria € uma importante organela, cuja
principal funcéo € a conservagédo de energia em forma de ATP. Para que isso
ocorra é imprescindivel um controle do gradiente eletroquimico de H* na
membrana mitocondrial interna. Esse gradiente € mantido gracas a resisténcia
da membrana interna a permeabilidade de solutos e ions. Contudo, algumas
condi¢cbes, como a presenca de Ca’" e fosfato inorganico, podem aumentar a
permeabilidade da membrana interna, sendo esse fendmeno denominado
Permeabilidade Transitéria (PT) (BERNARDI et al., 1998; GUNTER;
PFEIFFER, 1990; ZORATTI; SZABO, 1995).

Inicialmente, acreditava-se que 0S mastoparanos poderiam estar se
ligando a proteinas da membrana mitocondrial e com isso a PT poderia ser
modificada. Contudo, foi observado, a partir do uso de mastoparanos naturais e
seus enantiomeros, que a mudanca da permeabilidade da membrana
mitocondrial se deve, ndo pela interacdo dos mastoparanos com enzimas ou
proteinas, mas sim uma interagdo com os fosfolipideos da membrana
mitocondrial interna. Sendo assim, 0 mastoparano se insere na membrana e
forma um poro que consequentemente aumenta a permeabilidade mitocondrial
(YAMAMOTO et al., 2014).

Por também atuarem como ativadores da proteina G, os mastoparanos
séo capazes de influenciar diversas vias de transducao de sinal, uma delas é a
responsavel pela secrecdo de insulina. O mastoparano classico é capaz de
aumentar a secrecdo de insulina nas ilhotas B pancreaticas, pois inibe a

ativacdo de canais de potassio dependentes de ATP (Karp) aumentando a
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concentracdo intracelular de Ca*(DANIEL et al., 2002; EDDLESTONE et al.,
1995).

Além do mastoparano classico, o Agelaia-MPI, isolado das peconhas
das vespas sociais Agelaia pallipes e Parachartergus fraternus (BAPTISTA-
SAIDEMBERG, 2011; GONGCALVES, 2013), também € capaz de estimular a
secre¢do de insulina em células B isoladas de camundongos, efeito induzido
independentemente do estimulo com glicose (BAPTISTA-SAIDEMBERG et al.,
2012). Embora o mecanismo pelo qual a Agelaia-MPI aumente a secrecao de
insulina ainda n&do tenha sido elucidado, Saidemberg e colaboradores (2012)
excluiram a possibilidade desse peptideo ter 0 mesmo mecanismo de a¢édo do
peptideo classico, concluindo que embora pertencam a mesma classe de
moléculas, 0os mecanismos de ac¢do intracelular dos mastoparanos podem ser
diferenciados.

Outra importante funcdo dos mastoparanos é que eles podem atuar
como um antidoto para uma das mais poderosas neurotoxinas do mundo, a
Toxina Botulinica A (BoTx-A). Essa toxina se liga as proteinas SNARE das
vesiculas neuronais carregadas de acetilcolina, impedindo assim a liberacao
desse neurotransmissor responsavel pela contragdo muscular, dessa forma o
paciente com intoxicacdo por essa toxina apresenta uma paralisa muscular
relaxada.

Apenas um grama dessa toxina cristalizada pode matar um milhdo de
pessoas, quando dispersa no ar (MONTECUCCO; SCHIAVO, 1995). Essa
intoxicacao € tao rapida e severa que foi cogitado seu uso como arma biolégica
na Segunda Guerra Mundial. O tratamento de pacientes intoxicados consiste

em uma terapia sorologica, contudo, ndo é possivel reverter os sintomas,
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apenas parar a progressao da intoxicacdo (KOEPKE; SOBEL; ARNON, 2008).
Por esse motivo, Zhang e colaboradores (2013), desenvolveram uma estrutura
guimérica denominada Drug Delivery Vehicle-Mas 7 (DDV-Mas 7), composta
pelo Mastoparano 7 associada a um fragmento de cadeia pesada nao toxica da
BoTx-A. O DDV-Mas 7 é capaz de induzir a liberacdo de neurotransmissores in
vitro, revertendo o efeito da BoTx-A. Dessa forma, a acetilcolina pode ser
liberada e, consequentemente, ocorre a contragdo muscular e a reversao do

efeito da intoxicacéo.

Quanto aos efeitos neurobiolégicos dos mastoparanos, em 1994,
Blazquez e colaboradores testaram pela primeira vez o mastoparano classico,
isolado da Vespula lewisii, por via intracerebroventricular (i.c.v.), que é a via
mais utilizada na pesquisa basica para avaliacdo da eficacia de substancias
neuroativas. Na dose de 10%? - 10 mol/ animal, o mastoparano classico nao
induziu efeitos neuroativos em camundongos. Contudo, quando injetado em
conjunto com peptideos opidides, observou-se uma consideravel e duradoura
reducdo no efeito do Sulfato de morfina e de encefalinas. Apenas 20 anos
depois, estudos com o mastoparano Agelaia—MPl demonstraram um efeito
antinociceptivo da molécula quando injetado por via i.c.v., contudo em uma
dose muito maior que a administrada por Blazquez (GONCALVES et al, 2016).
Essa foi a primeira descricdo dessa atividade em mastoparanos e sua
sequéncia baseou o desenvolvimento do peptideo do presente trabalho, o

NeuroVAL.

Desde 2009, os mastoparanos tém sido estudados no combate a uma

das piores dores descritas por pacientes, a algesia gerada por cancer ésseo. O
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peptideo foi injetado por via intratecal (5 pg/animal), e testado em modelos de
algesia induzidos por dor térmica, apresentando um potente efeito
antinociceptivo nesses animais com osteosarcoma induzido (GONZALEZ-

RODRIGUEZ et al., 2009).

Paralelamente, um efeito neurotdéxico em neurdnios da placa motora
também foi observado com a administracdo do Polybia-MPIl (ROCHA et al.,
2009). Essa acao neurotdxica do peptideo ocorre na regido terminal do axénio
do neurbnio motor, onde ocorrem mudancas patoldgicas restritas a essa
regido, sem que se tenha rompimento da membrana ou por acdo mitocondrial
(ROCHA et al., 2009). Esse peptideo ja tem diversas acdes relatadas, como

atividade hemolitica e miotoxica (ROCHA et al., 2007, 2008).

Os mastoparanos tém sido considerados importantes ferramentas para o
estudo do funcionamento fisiologico normal e patologico e, promissoramente,
estdo sendo utilizados como protétipos para o desenvolvimento de novos

farmacos.

O desenvolvimento do NeuroVAL objetivou reduzir os efeitos citoliticos e
neurotoxicos do Agelaia-MP, mantendo-se os efeitos antinociceptivos, além de
permitir a passagem do peptideo pela barreira hematoencefélica (BHE)

possibilitando o seu uso futuro como um farmaco.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

v" Desenhar racionalmente um novo composto  peptidico
antinociceptivo utilizando o mastoparano Agelaia-MPI como modelo,
visando a diminuicdo dos efeitos adversos e elucidar seu

mecanismo de acéo

2.2 Objetivos Especificos

v Desenhar racionalmente o composto peptidico analgésico com
auxilio de ferramentas biotecnolégicas;

v Avaliar os efeitos adversos do novo peptideo e compara-los aos
efeitos do peptideo natural-modelo e do sulfato de morfina (hemdlise,
open-field e rotarod);

v Avaliar a eficacia antinociceptiva do novo peptideo utilizando
modelos animais (camundongos Swiss) de indugdo de dor aguda por
estimulagao térmica (tail flick e hot plate);

v Avaliar os perfis farmacolégicos desse composto através de
curvas de dose-efeito e tempo-efeito;

v Determinar o indice terapéutico clinico dos compostos peptidicos
(NeuroVAL e Agelaia — MP) em camundongos;

v Avaliar a expressédo da proteina c-Fos em nucleos cerebrais de
controle e processamento nociceptivo;

v Elucidar o mecanismo de acdo do NeuroVAL com testes in vivo
(antagonismo farmacoldgico, Naloxona e Toxina Pertussis) e in vitro

Sucrose gap e Patch clamp.
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3. Material e Métodos

3.1.Peptideos

3.1.1. Desenho racional e sintese

A partir do mastoparano Agelaia-MP (INWLKLGKAIIDAL-NH, MM:
1566,95 Da), que apresentou atividade antinociceptiva quando injetado por via
i.c.v. (GONCALVES et al., 2016), foram realizadas modificagdes de forma a
reduzir efeitos adversos intrinsecos de peptideos da classe dos mastoparanos
e aumentar o seu efeito antinociceptivo. Dessa forma, foi desenvolvido o
NeuroVAL, e apds a definicdo da sequéncia desejada foi realizada a sintese

em fase sélida do NeuroVAL por duas empresas AminoTech P&D® e FastBio®.

3.1.2. Confirmacé&o da pureza e sequéncia

Para a confirmacdo da pureza e da sequéncia do peptideo sintetizado
quimicamente foi realizada uma analise por espectrometria de massa,
utilizando MALDI-TOF/TOF em um equipamento AutoFlex Speed (Bruker
Daltonics®, Alemanha) (Figura 3). Os peptideos NeuroVAL e Agelaia — MP
foram aliquotados, ressuspendidos (solugdo de agua deionizada e acetonitrila —
50%, e agua deionizada, respectivamente) e misturados a uma matriz de acido
a-cyano-4-hidroxi-cindmico na proporgao de 1:3. Posteriormente, essa mistura
foi aplicada em duplicata em uma placa Bruker MTP Massive 384 e apds a

cristalizagao, as amostras estavam prontas para analise.
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Para a obtengdo dos espectros de Massa (MS), o equipamento foi
operado no modo refletido positivo, que possui maior exatiddo para a
determinacdo de massas diferentes. Ja para a obtencdo das sequéncias,

espectros MS/MS, foi utilizado o método LIFT.

Figura 3: Espectrdmetro de massa Autoflex speed (Bruker Daltonics®) do
Laboratério de Neurofarmacologia da UnB.

A interpretacdo dos espectros obtidos e o sequenciamento de novo
foram realizados com o auxilio do software FlexAnalysis 3.0 (Bruker Daltonics®,

Alemanha). Aliquotas do peptideo foram submetidas as analises citadas a cada




seis meses a fim de monitorar e garantir a estabilidade do composto em

estudo.

O grau de pureza de ambos os peptideos foram informados em laudos

fornecidos pelas empresas anexados ao final do trabalho.

3.1.3. Alinhamento

Para se verificar a originalidade do peptideo, sua sequéncia de
aminoacidos foi comparada com outras sequéncias de peptideos neuroativos

de vespas e mastoparanos disponiveis na base de dados online BLASTP

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi?PAGE=Proteins). Para avaliacdo da
similaridade das sequéncias foi realizado o alinhamento pela ferramenta de
multiplos alinhamentos Clustal W2, que permite comparar mais de trés
sequéncias proteicas simultaneamente, também  disponivel online

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).

3.2.Bioensaios

3.2.1. Compostos e Solugdes

Durante o desenvolvimento da tese foram utilizados os seguintes
compostos: sulfato de morfina 10 mg/mL (Cristalia®), toxina pertussis (Sigma®),
cloridrato de naloxona (Hipolabor®), DMSO (Amresco®), solugéo salina 0,9%,

Solugéo Ringer (cloreto de sédio - NaCl 111mM; cloreto de potassio - KCI 1,9
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mM, cloreto de calcio - CaCl2.2H20 1,1 mM, bicarbonato de sédio - NaHCO3
2,4 mM, glicose 10mM para 1 litro de solucéo pH 7,4), solucéo de Krebs (NaCl
118 mM; KCI 4,6 mM; MgSO4.7H20 5,7 mM; KH2PO4.H20 1,1 mM,;
CaCl2.H20 2,5 mM; NaHCO3 25 mM; glicose 11 mM; pH 7,4), sacarose 30%,
solucéo interna (CsF 105 mM; CsCl 27 mM; NaCl 5 mM; MgCl, 2 mM; EGTA
10 mM; HEPES 10 mM) e solucdo externa para células CHO que expressam
canais Na, (NaCl 130 mM; KCI 5 mM; CaCl,.2H,0 2 mM; MgCl,.6H,0 2 mM;

HEPES mM; Glicose 10 mM).

3.2.2. Ensaios in vivo

3.2.2.1. Sujeitos experimentais

Os Principios Eticos na Experimentacdo Animal (Conselho Nacional de
Controle da Experimentacdo Animal — CONCEA, 2008) e a lei Arouca (Lei n°
11.794, de 8 de outubro de 2008) foram rigorosamente seguidos. Além disso,
esta pesquisa foi devidamente submetida e aprovada pelo Comité de Etica em
Uso Animal (CEUA/ IB) da Universidade de Brasilia, sob os seguintes numeros
de protocolo UnBDoc n° 63878/2011 e 66738/2016. Além disso, foi obtida a
Autorizacido de Acesso e de Remessa de Componente do Patriménio Genético

(Processo n° 010476/2013-0) com a finalidade de pesquisa cientifica.

Camundongos Swiss fémeas, com 6 a 8 semanas de vida e peso entre
20 e 30 g, foram adquiridos do Biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da

Universidade de Brasilia. Os animais experimentais foram acondicionados, oito

46

——
| —



por gaiola (41x34x16 cm), e mantidos em biotério de manutengdo com ciclo
claro/escuro de 12/12 horas, temperatura (25 °C) e umidade (55%) controladas.
Durante todo o periodo experimental, foram oferecidas agua e alimentagao ad
libitum. Os animais foram divididos em diferentes grupos experimentais de

acordo com a Figura 4.
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Avaliacao eficacia anti-nociceptiva

Poptideo NeuroVAL Peptideo NauroVAL Peptideo NeuroVAL Morfina

Dose: 0.5 pg/animal Dose: 2.5 pg/animal Dose! 5.0 pg/animal Dose: 10 pg/animal N=?;cn|u::ais
n=8animais n = 8 animais n =8 animals N= 8 animais
Avaliacao efeitos adversos
Open Field Open Fleld
?‘”" ‘:::Lw NeuroVAL NeuroVAL anr'nﬂﬂeld Open Fiald
Ry it Dose: 50.0 Dose: 100.0 e "/‘w G Veiculo
A 8 He/a ug/animal ug/animal = & 3 “': ; n = 8 animais
h:=0anknsls n # 8 animais n « 8 animais it
Open Field Open Field Open Fleld
Agelaia—MP Agelaia—MP Agelala — MP Open Field
Dose: 10.0 Dose: 50.0 Dose: 100.0 Velculo
ng/animal pg/animal pg/animal n = 6animals
n =6 animais n = 6animals n =6 animals
Rota Rod Rota Rod
:::um NeuroVAL NewroVAL n:;ﬁn: Rota Rod
Dose: 5.0 pug/animal Dose: 50.0 Oose: 100.0 Dose:10 ug/animal Veiculo
=i gl pug/animal pg/animal - B Wnhiolk n =8 animals
ol * n = 8 animais n = 8 animals il st
Rota Rod Rota Rod Rota Rod
Agelala —mP Agelala—MP Agelaia —MP Rota Rod
Dos=: 10,0 Dose: 50.0 Dose: 100.0 Velculo
ug/animal ug/animal pg/animal n = 6 animais
n = 6 animais n =6 animais n =6 animals
Avaliacao mecanismo de acao
Naloxona i.p. + Naloxona Lp. + Naloxona Lp. +
NewroVAL Agelaia -MP Natowsom |,p-+ Veiculo
Dose: 5.0 pg/animal Dose: 10 pg/snimasl -g “;\a & n = 8animals (cads
n = 8 animals n =8 animals Aol peptideo)
Touin;a:u A e Toxina pertussis Toxina pertussis
B low. + Lew +
HauraUhL Morfina Velculo
Dose: 5.0 pg/animal n =8 animais n = B animals
n = 8 animais

Figura 4: Quadro demonstrativo da divisdo dos grupos de animais em cada
bioensaio.

Exemplares de ra touro (Lithobates catesbeianus) foram adquiridos do
ranario Rander (DF) e mantidas no biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas

da Universidade de Brasilia, com condi¢gbes controladas de temperatura, agua
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e umidade do ar. Esses animais foram utilizados para a avaliagdo da atividade
dos peptideos NeuroVAL e Agelaia — MP no potencial de agdo composto,

realizando-se a técnica de sucrose gap.

3.2.2.2. Administracdo do peptideo nos ensaios in vivo
A via de administracdo escolhida para avaliar a eficacia antinociceptiva
do NeuroVAL foi a intracerebroventricular (i.c.v.). Para tanto, foi necesséria a
realizacdo de uma neurocirurgia, em camundongos, para implantacdo de uma
canula guia no ventriculo lateral cerebral, de maneira a administrar o composto
diretamente no encéfalo. A canula era composta por um segmento de agulha
hipodérmica BD-25X7 (22 G) com 10,0 mm de comprimento e 0,7mm de

didmetro externo.

Os animais foram previamente sedados e anestesiados com uma
solugéo salina de cloridrato de ketamina (75 mg/kg) e cloridrato de xilazina (15
mg/kg). Apds a sedacgdo profunda, avaliada pela auséncia de reflexos da pata,
os animais foram fixados em um estereotaxico (Insight®, Ribeirdo Preto, SP).
Previamente a cirurgia, foi realizada a limpeza e a desinfec¢do do campo
cirargico com lodo Povidine® e a tricotomia da cabega do animal. Com o campo
cirurgico limpo e deisnfectado foi administrada localmente lidocaina (2%) e
norepinefrina (0.01%), para anestesiar e reduzir o sangramento na regido da
cirurgia. Logo a seguir, o cranio do animal foi exposto para a implantagao de
uma céanula guia no ventriculo lateral direito (VLD): Antero — Posterior (AP) —

0,21 mm, Médio — Lateral (ML) — 1,0 mm, Dorso — Ventral (DV) — 2,3 mm, tendo
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como base o ponto do Bregma, de acordo com o Atlas de Franklin e Paxinos
(2012). Apds as devidas marcagbes, foram realizadas duas perfuragbes no
cranio do animal, uma para a implantagado da canula guia no VLD e outra para
fixar um parafuso que auxilia na permanéncia do acrilato dental, aumentando a
durabilidade do capacete e no equilibrio devido a presenga da canula. Apds o
procedimento, foi administrada uma pomada topica antimicrobiana (Sulfato de

Neomicina e Bacitracina - Nebacetin®), como profilaxia para infec¢des locais.

Ao fim da neurocirurgia, os animais foram encaminhados ao biotério de
manutencdo sob as condi¢gbes anteriormente relatadas. Apds 4-6 dias de
recuperacao, foram realizados os bioensaios. Um segmento de agulha gengival
de 10,1 mm de comprimento foi utilizado como agulha de injegdo, acoplada a
uma seringa de precisdo (Hamilton®) por um filamento de polietileno. Este
material permitiu a administracdo dos compostos pela céanula guia com o
auxilio de uma bomba de infusdo (AVS Projetos®). Os compostos foram

injetados com volume final de 1 a 5 pL/animal e na velocidade 1 pL/min.

3.2.2.3. Efeitos Adversos

As alteracOes estruturais realizadas no peptideo Agelaia — MP que
originaram o NeuroVAL, tiveram como objetivo reduzir os efeitos adversos
causados pela administracdo do mastoparano. Para isso foi necessario
comparar os efeitos dos dois peptideos realizando testes de avaliacdo
comportamental (Rotarod e Open Field) e a determinacéo do indice terapéutico
de ambos os compostos.

Foram realizados testes para avaliar, os efeitos do Agelaia — MP e do

NeuroVAL, na coordenagdo motora e na atividade geral espontanea dos
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animais. O peptideo Agelaia — MP foi administrado via i.c.v. nas doses 100, 50
e 10 pg/animal, assim como os controles, veiculo (Agua deionizada) e sulfato
de morfina, todos com volume final de 1yL. J& o NeuroVAL também foi
administrado via i.c.v. nas doses de 100, 50 e 5 pg/animal, com volumes de 5,
2.5 e 1 pL respectivamente. Somados a dois grupos controle: veiculo (dgua

deionizada e DMSO 20%) e sulfato de morfina, ambos com volume final de 1

ML.

- Descoordenacao motora

Alteracbes na coordenacdo motora e a determinacdo do indice
terapéutico dos peptideos foram avaliadas no "Rotarod” (Insight®). Para tanto,
0S animais passaram por um processo de treinamento no equipamento, que
consistiu em sessdes de cinco ciclos de cinco minutos com intervalos de cinco
minutos de descanso entre cada ciclo.

No dia do teste, previamente a injecdo, os animais foram selecionados e
aqueles que nao permaneceram durante cinco minutos no equipamento foram
descartados. Foi avaliado o efeito do mastoparano a partir do registro do tempo
de laténcia para queda durante quatro horas nos seguintes periodos de tempo

20, 40, 60, 90, 120, 150, 180, 210 e 240 min apds as injecdes.

- Alteracdes na atividade geral espontanea

Para avaliacdo da atividade geral espontanea dos animais foi utilizado o
ensaio Open Field, que consiste em avaliar os comportamentos do animal apos
ser posicionado no centro de uma arena de acrilico (60 cm de diametro e 12
cm de altura, dividida em 12 quadrantes) durante 20 min. Para facilitar a
analise pelo observador, esse experimento foi filmado e analisado com auxilio

do software X-Plo-Rat 2005.
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Neste bioensaio, foi considerado o tempo total gasto por cada animal em
cada um dos seguintes comportamentos: exploratorio, imobilidade, autolimpeza

e elevagao (modificados a partir de, SPELLER; WESTBY, 1996).

3.2.2.4. Testes antinociceptivos
Para a avaliagdo do efeito antinociceptivo do peptideo foram utilizados
dois modelos de inducdo de nocicepg¢ao térmica: placa quente e retirada de
cauda. Os testes avaliam respostas supraespinhais e respostas medulares

reflexas, respectivamente.

- Placa Quente

No teste da placa quente (Hot plate, AVS projetos®), 0s animais foram
colocados em uma cuba de acrilico sobre uma placa quente de aluminio a 55.0
+ 0.5 °C. Os parametros de observagdo foram: as laténcias de fuga do

aparelho (pulo) e lambidas das patas posteriores (Figura 5).

A | Lamber a pata posterior B Pular | \»

Figura 5: Representagdo figurada do etograma de comportamentos de
nocicepgao apresentados pelo animal no teste da placa quente (modificado de
CASARRUBEA et al., 2011; GONCALVES, 2013).
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Os animais foram selecionados previamente a neurocirurgia, sendo
excluidos aqueles que nao apresentaram comportamento de escape em até 15
segundos. No dia do teste, foi determinada uma linha de resposta basal
constituida da média de trés laténcias de escape obtidas em intervalos de 5
min antes da sessao teste, caso a laténcia média fosse superior a 15 segundos
o animal também era descartado (BANNON e MALMBERG, 2007). As laténcias
de escape foram registradas apds os tratamentos nos seguintes intervalos de
tempo: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 100, 120, 150, 180, 210 e 240 min. Grupos
independentes de animais (n=8, por grupo) foram tratados com veiculo
(solugdo de agua deionizada com 20% de DMSO), sulfato de morfina (20
pg/animal) e NeuroVAL (5, 2.5 e 0.5 pg/animal), todos injetados por via i.c.v.

com volume final de 1 L.

As laténcias de respostas motoras ao estimulo nocivo (LA — laténcias de
antinocicepgcao) foram normalizadas pelo indice de antinocicepgcao (IA)

utilizando a férmula:

_ (Laténcia do teste) — (Laténcia média basal)
B 30 — (Laténcia média basal)

Onde:

Laténcia do teste, representa o tempo em segundos que o animal
levou para apresentar um comportamento de escape apés a administragao da
droga.

Laténcia média basal, representa a média de trés tempos de
escape antes da administragao da droga.

Valor 30, representa o tempo maximo em segundos que o animal
pode permanecer na placa quente sem apresentar lesao tecidual.

Os resultados foram expressos em médias + E.P.M. dos valores de |1A e
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a area sob a curva (AUC).
- Retirada de Cauda

O teste de retirada de cauda (tali-flick) foi realizado em um equipamento
chamado Analgesimetro (Insight®) que utiliza o principio do calor irradiado, cuja
cauda do animal é posicionada em um filamento metalico que apds
acionamento, aumenta a temperatura em velocidade constante (8 °C/s). Um
detector de presenca infravermelho se comunica com a fonte aquecedora,
desligando-a quando ha detecgao de movimento. Além disso, o Analgesimetro
€ calibrado para atingir uma temperatura maxima de 75 °C evitando lesdes na

cauda do animal (BANNON e MALMBERG, 2007; LE BARS et al. 2001).

Assim como mencionado no teste acima, foram registradas as medidas
de base antes dos tratamentos em intervalos de cinco minutos sendo que os
animais que nao apresentaram laténcia de escape de até 2,0 segundos durante
essa base foram automaticamente descartados do teste. As laténcias de
escape foram registradas apds os tratamentos nos seguintes intervalos de
tempo: 10, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 100, 120, 150, 180, 210 e 240 min. Grupos
independentes de animais (n=8, por grupo) foram tratados com veiculo
(solugdo de agua deionizada com 20% de DMSO), sulfato de morfina (20

pg/animal) e NeuroVAL (5, 2.5 e 0.5 yg/animal), todos injetados por via i.c.v.

Assim como no teste da placa quente, o IA foi avaliado de acordo com o
tempo de permanéncia no equipamento durante o estimulo térmico. Os
resultados foram expressos em médias * E.P.M. dos valores de IA e a area sob

a curva (AUC).
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(Laténcia do teste) — (Laténcia média basal)

6 — (Laténcia média basal)

Onde:

Laténcia do teste, representa o tempo em segundos que o animal
levou para apresentar um comportamento de escape apds a administragao da
droga.

Laténcia média basal, representa a média de trés tempos de
escape antes da administragao da droga.

Valor 6, representa o tempo maximo em segundos que o animal
pode permanecer na placa quente sem apresentar lesao tecidual.

3.2.2.5. Envolvimento de receptores opidides e da ativacao de
proteina G na acdo antinociceptiva dos peptideos
NeuroVAL e Agelaia — MP.

Com o objetivo de elucidar os mecanismos moleculares que levam a
resposta antinociceptiva dos peptideos NeuroVAL e Agelaia-MP  foram
realizados testes de interacdo farmacolégica com antagonistas opidides e

bloqueadores de proteina G in vivo e testes eletrofisioldgicos in vitro.

Para os ensaios in vivo foram utilizados também os teste da placa
quente e da retirada de cauda, seguindo-se 0os mesmos protocolos descritos
anteriormente nos testes de avaliacdo da atividade antinociceptiva. Contudo,
previamente ao ensaio, foram aplicados os antagonistas opidide e de proteina

G, cloridrato de naloxona e toxina pertussis, respectivamente.
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Com a intengdo de estudar a interagdo farmacoldgica do NeuroVAL com
receptores opiodides, foi administrado 5 pg de NeuroVAL em cada camundongo
via i.c.v. conjuntamente com o0 antagonista nao seletivo cloridrato de naloxona,
via I.p. e na dose de 4 mg/kg. Por ter uma meia vida curta, a naloxona foi
administrada a cada hora, durante as quatro horas de ensaio, seguindo o

mesmo protocolo dos ensaios antinociceptivos ja descritos.

Ja para avaliar a acdo do NeuroVAL ao interagir com receptores
acoplados a proteina G, foi injetado 0,25 pug de toxina pertussis em cada
animal, seis dias antes do ensaio por via i.c.v. (BLAZQUEZ et al, 1994). No dia
do ensaio antinociceptivo foram injetados 5 pg do peptideo por animal também
via i.c.v. e, posteriormente, foram realizados os ensaios de inducao de dor por
estimulacdo térmica, seguindo-se o0s mesmo protocolos dos ensaios de

eficacia.

3.2.2.6. Anédlise da Canula Guia

Apds os experimentos de avaliagdo dos efeitos adversos, os animais
foram eutanasiados com overdose de anestésicos barbitlricos via i.v.
(Tiopental sddico - 60 mg/kg) e em seguida foram injetados 10 pL de azul de
metileno pela canula guia. O cérebro do animal foi removido e imerso em uma
solucéo de formol a 4%. Para avaliar a posi¢cédo da canula guia foi realizado um
corte no plano coronal na regido do ventriculo, identificada pelo furo da canula,
com auxilio de uma matriz apds imersédo de 24h em formalina. O cérebro que
apresentou colorag&o azul nos ventriculos laterais foi considerado como correto

e, portanto incluido nas analises estatisticas (Figura 6).
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Figura 6: Representacdo esquematica em corte coronal de encéfalo de
camundongo com canula guia inserida corretamente no ventriculo lateral
direito. 1 Ventriculos laterais. 2 Terceiro Ventriculo (Adaptado de PAXINOS;
FRANKLING, 2012).

3.2.2.7. Avaliacdo da expresséao da proteina c-Fos

Apébs os ensaios de avaliacdo da eficacia antinociceptiva do NeuroVAL,
os animais foram anestesiados com tiopental sédico (Thiopentax® — 50 mg/kg)
e perfundidos intracardicamente pelo ventriculo esquerdo. O processo de
perfusdo tem como objetivo substituir o tecido conjuntivo sanguineo por
formalina, dessa forma, ocorre a fixacdo do tecido cerebral rapidamente e é
possivel eliminar vestigios de sangue, que podem confundir a analise do
pesquisador durante a leitura dos cortes histolégicos.

O sangue foi removido com a injecéo de 10 mL de tampéao fosfato (PBS,
pH 7.4 a 4°C), seguida de 10 mL de solucao fixadora formaldeido 4% (PBS 0,5

M; pH 7.4 a 4°C) manualmente. Ao final da perfusdo, os cérebros foram
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extraidos e pés-fixados em solucdo de formaldeido 4% por, pelo menos, 24
horas. Apds este periodo os mesmos foram colocados em solugédo de sacarose
30% (PBS 0.1M) por 48 a 72 horas, até que tenham precipitado.

Os encéfalos foram seccionados a 30 pm em vibratomo (KD-400
Vibration Microtome, Zhejiang Jinhua Kedi Instrumental) em trés regides
envolvidas no controle e processamento da dor: Nucleo Magno da Rafe (NMR),
e Locus Coeruleus (LC). Os cortes foram colocados em solugdo anti-freezing
até o processamento imunohistoquimico.

A imunohistoquimica foi iniciada com a lavagem dos cortes em PBS para
a remocdo completa da solucédo anti-freezing. A primeira etapa da coloracéo
envolve o bloqueio da peroxidase enddgena, que foi realizado por uma solucao
de metanol 10% diluida em solucdo de perdxido de hidrogénio 3% durante 30
minutos, a temperatura ambiente e em agitacdo constante (TS-2000A VDRL
Shaker, Biomixer). Essa solugéo foi removida e os cortes foram lavados com
uma solucdo de PBS com 0.3% de Triton X-100 (PBS-Tx), que favorece a
penetracao dos anticorpos nas membranas.

Apb6s a remocédo do PBS-Tx os cortes foram banhados com soro normal
de cabra, utilizado para prevenir ligacdes inespecificas dos anticorpos com
proteinas intracelulares. Apds este tratamento ndo foram realizadas lavagens,
0 soro normal de cabra foi retirado e os cortes foram incubados com anticorpo
primario, contra proteina c-Fos, produzido em coelho (Sigma), diluido em PBS-
Tx 1:1000, durante 48 horas a 4°C, sob agitacdo constante.

Decorridas as 48 horas de incubacdo os cortes foram novamente
lavados com PBS e incubados com o anticorpo secundario (KPL), anti-lgG de

coelho, produzido em cabra, na concentracdo de 1:200, diluido em PBS-Tx,
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durante duas horas a temperatura ambiente e agitacdo constante. Apos a
incubacdo com o segundo anticorpo, os cortes foram lavados duas vezes, com
PBS (15 minutos cada).

Apods as lavagens, os cortes foram incubados com o complexo PAP
(Sigma Aldrich®), diluido em PBS na concentracéo de 1:500, durante 1 hora e
30 minutos a temperatura ambiente e agitacdo constante. ApOs essa etapa, as
seccOes foram incubadas em uma solucédo de 0,006% de 3,3’ diaminobenzidina
(DAB; Sigma Aldrich®), diluida em PBS, por 10 minutos, a temperatura
ambiente e agitagdo constante. Em seguida, foi acrescentado a este meio de
incubacéo, a solugdo de perdxido de hidrogénio 10%, na propor¢éao de 1:1000
(1uL de solucédo de perdxido de hidrogénio para cada 1mL de solucdo de DAB).
Os cortes permaneceram com esta solugdo durante 10 minutos a temperatura
ambiente e agitagdo constante. Ao final do processo imunohistoquimico, os
cortes foram lavados varias vezes com PBS e colocados em laminas
gelatinizadas.

Apds a secagem dos cortes, estes foram desidratados com solucdes
crescentes de alcool (70%, 96% e 100%), diafinizados em xilol e montados
com Entellan® (Merk) e laminulas.

Para determinar a especificidade da reacao, foi realizado um controle
gue cumpriu todas as etapas descritas nesse protocolo, contudo, o anticorpo
primario foi substituido por PBS.

A obtencdo das imagens para analise quantitativa da marcacdo da
proteina c-Fos nas estruturas NMR e LC, foi realizada em microscopio optico
(Leica DM2000) acoplado camera digital (Leica DFC 310 FX), com auxilio do

software (Leica, Las V4.1.0).
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Em cada imagem as estruturas (NMR e LC) foram identificadas de
acordo com o atlas de Paxinos e Frankling (2012). Para essa contagem, foram
utilizados de 2-4 animais de cada grupo experimental e de 2-3 cortes diferentes
de cada regido. A contagem ndo levou em consideragdo a intensidade da
coloragdo. Os resultados foram expressos como meédia de células

imunorreativas a c-Fos por regiao.

3.2.3. Ensaios in vitro

3.2.3.1. Atividade hemolitica

A capacidade em induzir hemolise dos peptideos Agelaia — MP e
NeuroVAL foi avaliada em um pool de eritrocitos de camundongos Swiss
seguindo o protocolo de Rangel e colaboradores (2011). O pool obtido apés
puncéo intracardica foi lavado trés vezes em solucdo de Krebs, centrifugado
(5000 rpm, 5 min.) e ressuspendido, obtendo-se uma suspensédo de eritrocitos
a 4%.

Os peptideos testados, Agelaia — MP e NeuroVAL, foram solubilizados
em Krebs em uma concentragao de 0,5 mM e 1 mM, respectivamente. Essas
concentracbes foram baseadas em MENDES e colaboradores (2004) que
avaliaram a atividade hemolitica do Agelaia-MP em heméacias de ratos.

Posteriormente foram diluidos seriadamente em uma placa de 96 pocos
em triplicata de modo que a maior concentragéo do Agelaia — MP foi de 500 uM
e a menor de 0,2 uM. Enquanto que o peptideo NeuroVAL teve a concentracao
mais alta de 1 mM e a mais baixa de 0,4 uM. Em seguida, 50 pL da suspensao

de eritrocitos foram adicionados a cada poco, obtendo-se um volume final de
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100 pL por pogco. As placas foram incubadas por 2 horas a temperatura
ambiente, sob agitagéo constante e centrifugadas a 5000 rpm durante 3 min.

O sobrenadante foi transferido e a hemoglobina liberada foi monitorada
pela medida da absorbancia a 550 nm. Os controles, branco (50 uL de Krebs) e
positivo (50 pL de TritonX-100, 1%) foram usados como 0% e 100% de
hemodlise, respectivamente. A porcentagem de hemodlise (%) foi calculada

como:

% Hemélise = (AB amostra) — (AB branco) ¥ 100
P HEMmOHSE = (AB controle positivo) — (AB branco)

Onde: AB representa a absorbancia da amostra medida em 550 nm.

3.2.3.2. Avaliacdo do efeito do NeuroVAL em ensaios

eletrofisiolégicos

- Avaliacéo da atividade do peptideo no potencial de acdo composto

A acdo do peptideo sintético NeuroVAL foi avaliada sobre o potencial de
acdo composto no nervo ciatico isolado de ra (Lithobates catesbeianus),
utilizando a técnica de Single Sucrose-Gap (modificada de STRONG; SMITH;

KEANA, 1973).

A ra foi anestesiada, teve seus nervos ciaticos retirados e a camada de
tecido conjuntivo que recobre o nervo foi cuidadosamente removida,
permanecendo somente as fibras. Apds o procedimento, o nervo foi colocado

horizontalmente na cubeta de experimentacdo. Esta cubeta € subdividida em
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cinco camaras, de forma que a fibra tenha contato com cada uma das camaras,
qgque foi isolada mecanica e eletricamente com vaselina, impedindo a

comunicacao das solucoes.

Eletrodos de Bletrodos de
estimulacio registro

r\| _\ U\ii L' I _:\l ',
!. 1?2,11 Rr ,‘f 3

Nervo ciatico
Vaselina

Figura 7: Desenho esquemético da cuba de acrilico para o experimento de
sucrose gap. O nervo ciatico isolado da ra L. catesbeianus foi colocado na
canaleta que percorre as cinco camaras, isoladas mecanica e eletricamente por
selos de vaselina. Eletrodos de estimulacdo posicionados nas camaras 1 e 2
geram um impulso nervoso que séao captados nas camaras 3 e 5. As camaras
1, 2, 3 e 5 sédo preenchidas por solucdo Ringer e apenas a camara 4 por
solucéo de sacarose 216 mM. A amostra a ser testada € colocada na camara 3
gue possui um sistema de perfusédo para a lavagem, assim como a camara 4
(Removido de FERNANDES, 2010).

As duas primeiras camaras foram utilizadas para a estimulacéo
supramaxima, que constitui de pulsos de voltagem de 6 a 7V, com duracao de

25 ps, gerado pelo estimulador (S8- Grass Instruments).

Na terceira camara, que possui sistema de perfusdo e pode ser
constantemente lavada, foram aplicadas as amostras NeuroVAL na

concentracdo de 1mM e os controles, 4gua e DMSO 20% e Lidocaina. No
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momento da aplicacdo da amostra o sistema de perfusao foi interrompido por

30 min para avaliagéo dos efeitos sobre o potencial de acao.

Na quarta camara, também com sistema de perfuséo, foi colocada uma
solucdo de 216 mM de sacarose, renovada constantemente durante todo o
periodo de teste. Com excecdo dessa camara, todas as outras foram
preenchidas com solucao fisiolégica para anfibios — Ringer (11 mM de NacCl,
1.9 mM de KCI, 2.4 mM de NaHCO3 e 1.1 mM de CaCl2) mantendo o nervo

submerso.

Os registros foram realizados nas camaras 3 e 5 por eletrodos de Ag-Cl
ligados a um amplificador diferencial DC de alta impedancia e com ganho de 50
vezes acoplado a um osciloscépio digital Tektronix TDS 360. Os registros
foram anotados e fotografados a cada 5 minutos apds a aplicacdo da amostra

durante um tempo de 30 minutos e por igual tempo apoés a lavagem.

- Avaliacdo do efeito dos peptideos em canais ibnicos para sédio voltagem

dependentes

Estes experimentos foram realizados pela Dra. Marisa Rangel,
pesquisadora do Instituto Butantan e professora visitante do Departamento de

Ciéncias Fisiologicas, com o auxilio do aluno Diogo Tibery.

Para verificar a atuacdo do NeuroVAL em canais de sodio do tipo Na,
1.7, expressos de forma heterdloga em células de ovério de hamster (CHO), foi
utiizada a técnica de Patch Clamp na configuracdo whole-cell. A técnica

consiste na formacdo de um selo de alta resisténcia (> 1G Q) entre a
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micropipeta, conectada a um eletrodo de Ag/AgCl, e a membrana da célula. A
membrana é entdo rompida por meio de uma succdo aplicada a pipeta,
formando uma continuidade fisica e elétrica entre a solugdo contida na

micropipeta (solugéo interna) e o citoplasma.

As micropipetas foram confeccionadas a partir de capilares de vidro
utilizando-se um estirador e foram preenchidas com a solucdo interna para
canais Na,. Os registros das correntes de sddio foram obtidos em temperatura
controlada a 22 °C, através de um amplificador EPC 10 Patch-clamp (HEKA
Eletronics, Rheinland-Pfalz, Alemanha), em um computador pelo software

PatchMaster (Figura 7).

Figura 8: Set-up completo de patch clamp do Laboratério de
Neurofarmacologia da UnB (Foto: Ana Carolina Orlandi).
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Figura 9: Protocolo de estimulo para células CHO expressando o canal Na,
1.7.

O protocolo de estimulo dos experimentos realizados no patch clamp
possuia trés etapas, um pré-pulso, que eleva a voltagem da membrana em 100
mV, um pulso que eleva a voltagem da membrana gradativamente em 115 mV
e um pés-pulso que eleva a voltagem da membrana em 90 mV imediatamente

apos o pulso (Figura 8).

O peptideo NeuroVal foi diluido a 1mM (Milli-Q e DMSO na proporcao
95:5) e testado nas concentracdes de 50 e 100 puM. Experimentos controle
realizados com Milli-Q e DMSO nas mesmas proporcbes empregadas na

diluicdo do peptideo ndo causaram alteracdes durante o experimento.

Os dados de condutancia (g) por voltagem (v) foram ajustados em uma
funcdo de Boltzmann para analise da dependéncia de voltagem e inibicdo de

corrente.

1
Y= 1+ e(V="Vas)/k
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3.3.Anédlise Estatistica
Os testes de eficacia antinociceptiva, avaliacdo in vivo do mecanismo de
acao e avaliagao do comprometimento motor pelo rotarod, foram submetidos
ao teste de analise de variancia de medidas repetitivas de duas vias (two-way
ANOVA). Os dados apresentam duas variaveis, tratamento e tempo, que
precisam ser avaliadas de forma isolada e em interacdo. Como pos-teste foi

utilizado o Bonferroni.

Enquanto, as areas sob a curva e os dados do ensaio da avaliacéo geral
espontanea foram analisados usando ANOVA de uma via, seguidas do teste de
Tukey como pos-teste, assim como os dados dos ensaios comportamentais

para avaliacdo dos efeitos adversos.

A avaliacdo da Dose Efetiva 50 (DEsp), concentracdo do farmaco que
provoca metade da resposta analgésica maxima, e da Dose Toxica 50 (DTso),
concentracdo do farmaco que provoca metade da resposta tdxica maxima
(laténcia de desequilibrio e queda do equipamento), foi realizada pela analise
da curva dose-efeito gerada pelos testes de eficacia antinociceptiva e de
toxicidade no rotarod. Para isso foi realizada uma regressédo logaritimica nao-
linear com o indice de antinocicep¢do para a DEsy € a mesma analise com o

tempo de laténcia para a queda do equipamento rotarod na DT so.

Todas as analises estatisticas computacionais foram realizadas no

software GraphPad Prism® 6.0.
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5. Conclusdes

Através dos resultados analisados e apresentados na presente tese, pode-
se concluir que:

v O peptideo sintético NeuroVAL possui sequéncia inédita.

v O peptideo NeuroVAL n&o apresentou efeito hemolitico.

A atividade geral espontanea dos animais nao foi alterada em nenhuma
das doses testadas de NeuroVAL. Entretanto, houve alteracdo na
coordenacao motora quando avaliada pelo teste do rotarod.

v' O peptideo NeuroVAL apresentou um potente efeito antinociceptivo
guando injetado via i.c.v. em camundongos, nos testes da placa quente
e da retirada de cauda.

v" O mecanismo de acdo do peptideo nos testes antinociceptivos foi
parcialmente elucidado por ensaios eletrofisiologicos e antagonismo
farmacologico.

v A administracdo do peptideo NeuroVAL via i.c.v. alterou a express&o
basal de c-Fos em regides encefalicas especificas de processamento
nociceptivo, NMR e LC.

v Apesar de o mastoparano Agelaia-MP ser um antinociceptivo eficaz, ele
produz um comprometimento motor significativo em camundongos

guando injetado via i.c.v. em doses 5 e 10 vezes maiores que a efetiva.
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