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Resumo 

Atualmente, numerosos compostos têm ganhado atenção por seu potencial terapêutico para 

doenças neurológicas, uma vez que os medicamentos atualmente disponíveis para seu 

tratamento visam apenas o alívio sintomático e são incapazes de prevenir sua progressão. O 

estudo de peptídeos isolados de peçonhas de animais tem mostrado grande potencial. Em 

estudos anteriores, o peptídeo isolado da vespa Polybia occidentalis (Occidentalina-1202/Occ-

1202) demonstrou um grande potencial antiepiléptico contra crises epilépticas induzidas 

quimicamente. Entretanto, apesar da Occ-1202 mostrar um imenso potencial terapêutico, como 

atividade anti-inflamatória e supressão do estresse oxidativo, seus alvos e segurança 

farmacológica permanecem desconhecidos, bem como a extensão de seus possíveis efeitos 

adversos. Neste contexto, este estudo teve como objetivo a investigação da sua segurança e 

toxicidade do peptídeo, a elucidação de seus possíveis efeitos adversos, e a avaliação de seus 

potenciais alvos farmacológicos. Para a avaliação da segurança farmacológica do peptídeo, 

foram testadas três doses diferentes (4 mg/kg, 20 mg/kg, 40 mg/kg) de Occ-1202 em protocolo 

de administração de dose única e protocolo de administração de doses repetidas em 

camundongos Swiss (Mus musculus) - machos e fêmeas. O teste comportamental de Campo 

aberto foi realizado ao longo do período de observação, após o qual os animais tiveram seus 

órgãos (cérebro, coração, pulmão, fígado e rim) coletados para análise histopatológica. Para 

avaliação de seus possíveis alvos farmacológicos foram realizados ensaios de competição e de 

captação com radioligantes 3H-GABA e 3H-Glutamato, a fim de se avaliar a atuação do 

peptídeo na neurotransmissão gabaérgica e glutamatérgica, respectivamente. Os resultados 

obtidos apontaram para a segurança do peptídeo Occ-1202. Os animais não apresentaram 

alterações fisiológicas e comportamentais e histopatológicas na dose terapêutica (4 mg/kg) e 

nas maiores doses do peptídeo (20 e 40 mg/kg). Nas avaliações morfológicas macroscópicas, 

as doses mais altas do peptídeo apresentaram alterações hepáticas que não foram detectadas em 

análise histopatológica posterior. Ainda, nos ensaios de competição foi possível constatar uma 

potente competição entre o peptídeo Occidentalina-1202 e o neurotransmissor glutamato. Estes 

resultados sugerem que o peptídeo é uma alternativa segura no tratamento de epilepsia 

refratária, embora seu alvo farmacológico permaneça desconhecido.  Ademais, peptídeos 

neuroativos têm ganhado grande relevância como potenciais novos tratamentos de doenças 

neurodegenerativas, portanto, o estudo sobre sua segurança e toxicidade, e mecanismos de ação 

apresenta uma poderosa ferramenta tanto no estudo de doenças neurodegenerativas, quanto no 

desenvolvimento de novas terapias mais eficazes. 

 

Palavras-Chave: Epilepsia Refratária; Occidentalina-1202; Occ-1202; Peptídeo; Vespas 

sociais; Polybia occidentalis; Neurofarmacologia; Doenças neurodegenerativas. 

 

 



 

 
 

Abstract 

Currently, numerous compounds have gained attention for their therapeutic potential in 

neurological diseases, as the medications currently available for their treatment aim only at 

symptomatic relief and are incapable of preventing their progression. The study of isolated 

peptides from animal venoms has shown significant potential. In previous studies, the isolated 

peptide from the wasp Polybia occidentalis (Occidentalina-1202/Occ-1202) demonstrated great 

antiepileptic potential against chemically induced epileptic seizures. However, despite Occ-

1202 showing immense therapeutic potential, such as anti-inflammatory activity and 

suppression of oxidative stress, its targets and pharmacological safety remain unknown, as well 

as the extent of its possible adverse effects. In this context, this study aimed to investigate the 

safety and toxicity of the peptide, elucidate its potential adverse effects, and evaluate its 

potential pharmacological targets. For the assessment of the pharmacological safety of the 

peptide, three different doses (4 mg/kg, 20 mg/kg, 40 mg/kg) of Occ-1202 were tested in a 

single-dose administration protocol and repeated-dose administration protocol in male and 

female Swiss mice (Mus musculus). The Open Field behavioral test was conducted throughout 

the observation period, after which the animals had their organs (brain, heart, lungs, liver, and 

kidneys) collected for histopathological analysis. To evaluate its potential pharmacological 

targets, competition and uptake assays were performed with radioligands 3H-GABA and 3H-

Glutamate, respectively, to assess the peptide's action on GABAergic and glutamatergic 

neurotransmission, respectively. The results obtained pointed to the safety of the Occ-1202 

peptide. Animals showed no physiological, behavioral, or histopathological changes at the 

therapeutic dose (4 mg/kg) and at higher doses of the peptide (20 and 40 mg/kg). In macroscopic 

morphological evaluations, the higher doses of the peptide exhibited hepatic changes that were 

not detected in subsequent histopathological analysis. Additionally, in competition assays, 

potent competition between the Occidentalina-1202 peptide and the neurotransmitter glutamate 

was observed. These results suggest that the peptide is a safe alternative in the treatment of 

refractory epilepsy, although its pharmacological target remains unknown. Furthermore, 

neuroactive peptides have gained significant relevance as potential new treatments for 

neurodegenerative diseases. Therefore, studying their safety and toxicity, as well as their 

mechanisms of action, presents a powerful tool in both the study of neurodegenerative diseases 

and the development of more effective therapies. 

Keywords: Refractory Epilepsy; Occidentalina-1202; Occ-1202; Peptide; Social Wasps; 

Polybia occidentalis; Neuropharmacology; Neurodegenerative Diseases. 
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Figura 24. Análise da massa dos cérebros no PADR em (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise 

estatística ANOVA de uma via. Não houve diferenças significativas entre os grupos (p>0.05). 
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estatística ANOVA de uma via. Não houve diferenças significativas entre os grupos (p>0.05). 
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Figura 30. Análise da massa dos rins no PADR em (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise 

estatística ANOVA de uma via. Não houve diferenças significativas entre os grupos (p>0.05). 

n=8 para todos os grupos. 

Figura 31. Análise do volume dos cérebros no PADU em (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise 

estatística ANOVA de uma via. Não houve diferenças significativas entre os grupos (p>0.05). 

n=6 para todos os grupos. 

Figura 32 Análise do volume dos cérebros no PADR em (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise 

estatística ANOVA de uma via. Não houve diferenças significativas entre os grupos (p>0.05). 

n=8 para todos os grupos. 

Figura 33. Análise do volume dos fígados no PADU em (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise 
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Figura 35. Análise do volume dos pulmões no PADU em (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise 

estatística ANOVA de uma via. (#) Diferenças significativas em relação ao grupo veículo: (B) 

# Occ-1202 4 mg/kg = p<0.05. n=8 para todos os grupos. 

Figura 36. Análise do volume dos pulmões no PADR em (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise 

estatística ANOVA de uma via. Não houve diferenças significativas entre os grupos (p>0.05). 

n=8 para todos os grupos. 
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estatística ANOVA de uma via. Não houve diferenças significativas entre os grupos (P>0.05). 

n=8 para todos os grupos. 

Figura 38. Análise do volume dos rins no PADR em (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise 

estatística ANOVA de uma via seguida de pós-teste de Tukey. * Diferença significativa em 

relação ao DZP. Diferenças significativas: (B) * Veículo = p<0.05. n=8 para todos os grupos. 

Figura 39. Avaliação dos níveis de ALT no PADR (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise estatística 

ANOVA de uma via. Não houve diferenças significativas (p>0.05). (A) n=4 para Veículo, DZP 

e Occ-1202 40 mg/kg; n=3 para Occ-1202 4 mg/kg e Occ-1202 20 mg/kg. (B) n=3 para todos 

os grupos, exceto veículo (n=2). 

Figura 40. Avaliação dos níveis de AST no PADR (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise estatística 

ANOVA de uma via. Não houve diferenças significativas (P>0.05). (A) n=4 para Veículo, DZP 

e Occ-1202 40 mg/kg; n=3 para Occ-1202 4 mg/kg e Occ-1202 20 mg/kg. (B) n=3 para todos 

os grupos, exceto veículo (n=2). 

Figura 41. Avaliação dos níveis de Uréia no PADR (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise 

estatística ANOVA de uma via. Não houve diferenças significativas (p>0.05). (A) n=4 para 

Veículo, DZP e Occ-1202 40 mg/kg; n=3 para Occ-1202 4 mg/kg e Occ-1202 20 mg/kg. (B) 

n=3 para todos os grupos, exceto veículo (n=2). 

Figura 42. Avaliação dos níveis de Creatinina no PADR (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise 

estatística ANOVA de uma via. Não houve diferenças significativas (p>0.05). (A) n=4 para 

Veículo, DZP e Occ-1202 40 mg/kg; n=3 para Occ-1202 4 mg/kg e Occ-1202 20 mg/kg. (B) 

n=3 para todos os grupos, exceto veículo (n=2). 

Figura 43. Imagens representativas das alterações observadas nos fígados extraídos dos 

animais que receberam dose intermediária (20 mg/kg) e dose mais alta (40 mg/kg) do peptídeo 

Occ-1202 no PADR. A e B: Fêmeas Occ-1202 20 mg/kg (n=3). C e D: Machos Occ-1202 20 

mg/kg (n=2). E e F: Fêmeas Occ-1202 40 mg/kg (n=3). G e H: Machos Occ-1202 40 mg/kg 

(n=4). 

Figura 44. Imagens das secções coronais (50μm) da formação hipocampal (aumento de 10x) 

no PADU, mostrando a organização das camadas celulares, submetidas à técnica de coloração 

de H.E. A-E: machos. F-J: fêmeas. A e F: veículo. B e G: DZP. C e H: Occ-1202 4 mg/kg. D e 



 

 
 

I: Occ-1202 20 mg/kg. E e J: Occ-1202 40 mg/kg. Não foram observadas alterações. n=6 para 

todos os grupos.   

Figura 45. Imagens das secções coronais (50μm) da formação hipocampal de camundongos 

(aumento de 10x) no PADR, mostrando a organização das camadas celulares, submetidas à 

técnica de coloração de H.E. A-E: machos. F-J: fêmeas. A e F: veículo. B e G: DZP. C e H: Occ-

1202 4 mg/kg. D e I: Occ-1202 20 mg/kg. E e J: Occ-1202 40 mg/kg. Não foram observadas 

alterações. n=8 para todos os grupos.    

Figura 46. Imagens das secções dos fígados (50 μm) no PADU (aumento de 10x), submetidas 

à coloração H.E. A-E: machos. F-J: fêmeas. A e F: veículo. B e G: DZP. C e H: Occ-1202 4 

mg/kg. D e I: Occ-1202 20 mg/kg. E e J: Occ-1202 40 mg/kg. Não foram observadas alterações 

nas lâminas. n=8 para todos os grupos.  

Figura 47. Imagens das secções dos fígados (50 μm) no PADR (aumento de 10x), submetidas 

à coloração H.E. A-E: machos. F-J: fêmeas. A e F: veículo. B e G: DZP. C e H: Occ-1202 4 

mg/kg. D e I: Occ-1202 20 mg/kg. E e J: Occ-1202 40 mg/kg. Não foram observadas alterações 

nas lâminas. n=8 para todos os grupos. n=8 para todos os grupos.  

Figura 48. Imagens das secções dos pulmões (50 μm) no PADU (aumento de 10x), submetidas 

à coloração H.E. A-E: machos. F-J: fêmeas. A e F: veículo. B e G: DZP. C e H: Occ-1202 4 

mg/kg. D e I: Occ-1202 20 mg/kg. E e J: Occ-1202 40 mg/kg. Não foram observadas alterações 

nas lâminas. n=8 para todos os grupos.  

Figura 49. Imagens das secções dos pulmões (50 μm) no PADR (aumento de 10x), submetidas 

à coloração H.E. A-E: machos. F-J: fêmeas. A e F: veículo. B e G: DZP. C e H: Occ-1202 4 

mg/kg. D e I: Occ-1202 20 mg/kg. E e J: Occ-1202 40 mg/kg. Não foram observadas alterações 

nas lâminas. n=8 para todos os grupos.  

Figura 50. Imagens das secções dos rins (50 μm) no PADU (aumento de 10x), submetidas à 

coloração H.E. A-E: machos. F-J: fêmeas. A e F: veículo. B e G: DZP. C e H: Occ-1202 4 

mg/kg. D e I: Occ-1202 20 mg/kg. E e J: Occ-1202 40 mg/kg. Não foram observadas alterações 

nas lâminas. n=8 para todos os grupos.  

Figura 51. Imagens das secções dos rins (50 μm) no PADR (aumento de 10x), submetidas à 

coloração H.E. A-E: machos. F-J: fêmeas. A e F: veículo. B e G: DZP. C e H: Occ-1202 4 

mg/kg. D e I: Occ-1202 20 mg/kg. E e J: Occ-1202 40 mg/kg. Não foram observadas alterações 

nas lâminas. n=8 para todos os grupos. 

Figura 52. Ensaio de competição entre o peptídeo Occidentalina-1202 e o neurotransmissor 

GABA marcado com trício. Os resultados indicam ausência de ação do peptídeo no modelo. 

Dados representando média ± erro padrão da média de três ensaios independentes. 

Figura 53. Ensaio de competição entre o peptídeo Occidentalina-1202 e o neurotransmissor 

glutamato marcado com trício. Os resultados indicam que há competição entre o peptídeo e o 



 

 
 

neurotransmissor glutamato no modelo. Dados representando média ± erro padrão da média de 

dois ensaios independentes. 

Figura 54. Sítio de ligação no receptor Cainato (GluR6). (A) Cainato no sítio de ligação (seta 

indica a posição). (B) Occidentalina-1202 bloqueando a entrada do receptor. (C) Occidentalina-

1202 com a superfície destacada, indicando o bloqueio total do sítio de ligação. (D) 

Occidentalina-1202 (amarelo) não ocupa o mesmo sítio de ligação do que o Cainato (seta indica 

a posição) no receptor GluR6. Imagem retirada de Mortari et. al., 2023. 
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1. Introdução 

 

1.1. Potencial da Occidentalina-1202 no tratamento da Epilepsia Refratária 

Atualmente, diversos Fármacos Antiepilépticos (FAEs) são utilizados no tratamento da 

Epilepsia. No entanto, estes FAEs comumente apresentam uma grande quantidade de efeitos 

adversos, que muitas vezes se sobrepõem aos benefícios do tratamento. Além disso, cerca de 

um terço dos pacientes com epilepsia apresentam resistência a terapia com os FAEs disponíveis 

(Löscher et al., 2013). Tendo em vista estas limitações e o grande impacto na qualidade de vida 

dos pacientes, torna-se necessário que novas alternativas farmacológicas, com menos efeitos 

adversos associados, sejam desenvolvidas.  

Peçonhas de animais, em especial de artrópodes, têm se destacado na busca de novos 

fármacos para doenças neurológicas, dentre elas a Epilepsia. Estas peçonhas possuem 

compostos neuroativos que apresentam grande potencial no desenvolvimento de novas terapias 

para estas doenças (Silva et al., 2015). A peçonha da vespa social Polybia occidentalis vem 

sido estudada desde 2005, quando Mortari e colaboradores isolaram seus componentes e 

identificaram o peptídeo Occidentalina-1202 (Occ-1202). Após ser testado em ensaios de 

indução aguda de crises e em modelo crônico de Epilepsia do Lobo Temporal (ELT), o peptídeo 

foi capaz de apresentar proteção significativa contra as crises máximas induzidas (Mortari et 

al., 2023). 

Desta forma, a Occidentalina-1202 apresentou-se eficaz como antiepiléptico em estudos 

anteriores, não exibindo efeitos tóxicos tanto em modelos agudos quanto em modelos crônicos 

de administração por via parental (Mortari et al., 2023). Contudo, sendo a toxicidade, segurança 

farmacológica e mecanismo de ação do peptídeo desconhecidos, a elucidação destes parâmetros 

torna-se necessário, tendo em vista o potencial do composto como tratamento da Epilepsia.  

1.2. A Epilepsia 

A epilepsia é uma doença crônica do cérebro que afeta cerca de 50 milhões de pessoas 

globalmente, principalmente durante a infância ou a terceira idade. É estimado que 5 milhões 

de pessoas sejam diagnosticadas com epilepsia anualmente. Nos países desenvolvidos, cerca de 

49 em 100.000 pessoas recebem o diagnóstico a cada ano, sendo esse número ainda maior em 
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países em desenvolvimento (cerca de 139 por 100.000 pessoas), embora cerca de 80% dos 

pacientes residam em países de renda média a baixa (OMS, 2023). 

A epilepsia não é uma doença única, mas sim um conjunto de condições que apresentam 

patologias e etiologias diversas. Sua principal característica é a ocorrência transitória de sinais 

e/ou sintomas devido à atividade neuronal anormal, excessiva ou síncrona do cérebro (Fisher 

et al., 2005). Estas crises epilépticas são, em grande parte, provocadas em pelo desequilíbrio 

entre a neurotransmissão excitatória e inibitória, mediadas pelos neurotransmissores Glutamato 

e ácido gama-aminoburírico (GABA), respectivamente (Kwan and Sander, 2004). Este 

desbalanço químico culmina em um comprometimento da atividade cerebral, ocorrendo então 

as crises epilépticas.   

No que diz respeito à sintomatologia da doença e aos padrões observados na 

eletroencefalografia (EEG), as crises podem ser categorizadas como focais (quando apenas um 

hemisfério cerebral é afetado), generalizadas (quando ambos os hemisférios são afetados) ou, 

ainda, de origem desconhecida (quando não é possível identificar um ponto focal ou 

generalizado (Scheffer et al., 2017). Ademais, baseando-se em dados de semiologia, EEG, 

histórico familiar e resposta aos tratamentos, a epilepsia também pode ser classificada em três 

grupos principais: epilepsias genéticas generalizadas (na qual sua origem se dá devido à fatores 

genéticos), sintomática (de origem infecciosa, metabólica ou imune conhecidas) ou 

criptogênica (presumivelmente sintomática, mas com uma anormalidade subjacente não 

identificada) (Scheffer et al., 2017). 

Segundo a Liga Internacional Contra a Epilepsia (ILAE), o diagnóstico de epilepsia 

acontece quando: há ocorrência de pelo menos duas crises não provocadas em um intervalo 

superior a 24 horas; há ocorrência de uma crise não provocada com uma probabilidade maior 

que 60% de apresentar novas crises nos próximos 10 anos devido a fatores de risco (como 

trauma, infecção, lesões estruturais, acidente vascular cerebral, entre outros); e/ou diagnóstico 

de síndrome epiléptica (Fisher et al., 2014a). Após o diagnóstico clínico, a maioria dos pacientes 

é encaminhada para o tratamento com fármacos antiepilépticos (FAEs), no entanto, mesmo com 

a terapia farmacológica, cerca de um terço dos pacientes seguem presentando crises epilépticas 

não controladas (Kwan and Brodie, 2010, 2006). A esses pacientes, dispõe-se o diagnóstico de 

Epilepsia Refratária (ER) (ou resistente a medicamentos) (Faught et al., 2008). Ainda, os 

critérios para o diagnóstico de refratariedade levam em consideração: o número de FAEs 

previamente utilizados, a frequência mínima de convulsões ou o período mínimo de remissão, 
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e a duração dos ataques (podendo variar de um ano a uma década de crises epilépticas não 

controladas) (Beleza, 2009). 

Tendo em vista a dificuldade no diagnóstico e identificação de perfil refratário nos 

pacientes, a ILAE estabeleceu uma estrutura geral para auxílio no diagnóstico clínico, 

compreendendo uma tabela com dois níveis hierárquicos (Figura 1). O nível 1 classifica o 

resultado de cada intervenção terapêutica (farmacológica ou não) como "ausência de crises" ou 

"falha no tratamento" (Kwan et al., 2010). Há também a classificação "não informativa", que 

abrange o tratamento inadequado com FAEs devido à baixa tolerabilidade do paciente ou a 

ocorrência de efeitos adversos intoleráveis (Kwan et al., 2010). O Nível 2 define a ER como 

uma falha no controle das crises epilépticas após a tentativa de uso de pelo menos dois FAEs 

escolhido em conformidade com o perfil das crises e utilizado em doses adequadas (seja como 

monoterapias ou em combinação) (Figura 1) (Beleza, 2009; Kwan et al., 2010; Kwan and 

Brodie, 2010). 

Figura 1. Categorização da Intervenção Terapêutica para Epilepsia. Fim das Crises (1) é definida como 

ausência de crises por um período mínimo de três vezes o intervalo entre crises, pré-intervenção, mais longo ou 

12 meses, o que for mais longo; Falha no Tratamento (2) é definida como recorrência da crise(s) após a aplicação 

adequada da intervenção; e indeterminado (3) é definido quando o tratamento não foi aplicado de forma adequada 

ou quando faltam informações para realizar a avaliação. Adaptado de Kwan et al. (2010). 
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Nesse contexto, essa definição busca servir como um guia no diagnóstico clínico e 

direcionamento da terapia mais adequada ao paciente, tendo em vista os impactos devastadores 

que a ER tem sobre aqueles acometidos com a doença. Dentre os principais impactos associados 

com a ER, destacam-se: os danos corporais, hospitalizações frequentes e expectativa de vida 

reduzida como resultado dos riscos associados a crises não controladas (French, 2007). 

Ademais, pacientes afetados pela ER podem apresentar comprometimentos neuropsicológicos, 

psiquiátricos e sociais relacionados não apenas à doença, mas também aos pronunciados efeitos 

adversos que acompanham a terapia com FAEs, prejudicando consideravelmente sua qualidade 

de vida (Gao et al., 2015; Laxer et al., 2014). 

1.3. Mecanismos de Refratariedade 

Bem como ocorre na fisiopatologia da epilepsia, os mecanismos pelos quais a fármaco-

resistência se estabelece são diversos e podem se manifestar clinicamente de diferentes formas. 

Os meios mais comuns pelos quais a refratariedade se apresenta incluem a (1) refratariedade de 

novo (na qual o paciente não entra em remissão); (2) refratariedade progressiva (na qual o 

paciente fica livre de crises epilépticas inicialmente, mas as crises retornam e se tornam 

recorrentes e incontroláveis ao longo do tempo); (3) refratariedade de aumento e diminuição 

(na qual a epilepsia alterna entre controlável e não-controlável) e (4) quando a epilepsia é 

inicialmente resistente a medicamentos, mas começa a responder ao tratamento com FAEs ao 

longo do tempo (Schmidt and Löscher, 2005). No entanto, os mecanismos biológicos pelos 

quais ocorre a fármaco-resistência ainda não são totalmente compreendidos, apesar de se saber 

que são multifatoriais. Portanto, algumas hipóteses foram formuladas a fim de responder tais 

questões, sendo as duas hipóteses mais estudadas: a hipótese do alvo (farmacodinâmica) e a 

hipótese do transportador (farmacocinética) (Kwan and Brodie, 2006). 

Segundo a hipótese do alvo, a redução da sensibilidade - e consequente eficácia do 

tratamento – se dá em decorrência de alterações nos alvos farmacológicos de ligação dos FAEs 

(Kwan and Brodie, 2006). Remy e colaboradores demonstraram que pacientes com epilepsia 

do lobo temporal (ELT) resistente a carbamazepina haviam perdido o bloqueio dos canais para 

sódio voltagem-dependentes (realizado pela carbamazepina) nas células granulares denteadas 

em comparação com pacientes responsivos a este mesmo fármaco (Remy et al., 2003). 

Ademais, em pacientes com TLE resistente, também foram observadas alterações na expressão 

dos receptores GABAa (Loup et al., 2000), embora não esteja estabelecido se a redução na 

expressão está relacionada à redução na sensibilidade dos FAEs que atuam nesse alvo (Kwan 
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and Brodie, 2006). Nesse contexto, a falta de elucidação a respeito do mecanismo de ação da 

maioria dos FAEs é a principal lacuna relacionada a hipótese farmacodinâmica. Além disso, o 

fato de a ER ser resistente a múltiplos FAEs - com mecanismos de ação distintos - sugere a 

existência de um possível mecanismo biológico intrínseco responsável pela fármaco-resistência 

(Kwan and Brodie, 2006). 

De acordo com a hipótese do transportador (farmacocinética), há uma expressão exacerbada 

de transportadores de efluxo no endotélio capilar encefálico que constitui a barreira 

hematoencefálica (BHE) (especialmente de glicoproteína P) (Schinkel, 1997). Estes 

transportadores são responsáveis pela saída de diferentes compostos e moléculas pela BHE, 

culminando assim na diminuição da biodisponibilidade dos FAEs administrados e, portanto, 

reduzindo sua eficácia (Kwan and Brodie, 2005; Löscher and Potschka, 2002). Descobertas 

anteriores endossam esta hipótese. Foi observado, em tecidos cerebrais obtidos de pacientes 

com epilepsia fármaco-resistente, que há de fato um aumento na regulação da expressão desses 

transportadores. Ademais, estudos anteriores realizados em modelos animais, sugerem que os 

FAEs mais comumente usados são transportados por essas mesmas proteínas (Kwan and 

Brodie, 2005). 

Além da hipótese do alvo e da hipótese do transportador, há também uma hipótese 

alternativa que busca explicar a refratariedade. Esta hipótese, proposta por Rogawski e Johnson 

(2008), refere-se à gravidade intrínseca da doença e propõe que existem diferentes fatores 

neurobiológicos associados à gravidade da epilepsia (Picot et al., 2008). Tais fatores refletiriam 

na frequência de crises desde o início do desenvolvimento da doença e poderiam levar à 

fármaco-resistência ao longo do tempo (Wong et al., 2005). Além disso, para uma melhor 

compreensão da epilepsia refratária e dos mecanismos responsáveis pela fármaco-resistência, 

bem como um tratamento mais orientado, esta hipótese aponta para a necessidade de se 

identificar biomarcadores que determinem as formas mais graves da doença. Por fim, a hipótese 

se endossa na falta de evidências que sugerem que os mecanismos de refratariedade estariam 

dissociados do desenvolvimento da própria condição epiléptica (Beleza, 2009; Wong et al., 

2005). 

Dentre os vários tipos de epilepsia refratária, alguns se destacam, como a ELT – sendo essa 

o tipo de epilepsia focal mais comum entre adultos – (van Vliet et al., 2014), a Síndrome de 

West, a Síndrome de Lennox-Gastaut (SLG) e a Síndrome de Dravet (SD), um tipo raro e grave 

de epilepsia, causada por uma variante patogênica (em mais de 80% dos pacientes) no gene 
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SCN1A (Cardenal-Muñoz et al., 2022). Portanto, é necessário que haja mais estudos para 

elucidação dos mecanismos de refratariedade nestas condições, bem como esforços para o 

desenvolvimento de tratamentos eficazes. 

1.4. Tratamentos da Epilepsia Refratária 

As terapias clássicas para a ER têm como principal objetivo o controle das crises epilépticas, 

que é alcançado em poucos casos devido à complexidade dos fatores envolvidos no tratamento 

(Kwan, 2000). O tratamento da ER pode ser dividido quatro categorias: farmacoterapia, 

tratamentos alternativos (dietas), neuroestimulação e neurocirurgia (Asadi-Pooya and Rostami, 

2017). 

Em alguns casos, a cirurgia é considerada a melhor opção de tratamento. A cirurgia em 

pacientes com ER tem como objetivo a remoção de zonas epileptogênicas focais, sem promover 

disfunção neurológica grave e irreversível (Rosenow and Lüders, 2001). Técnicas de imagem 

como ressonância magnética são empregadas para reconhecimento das regiões lesadas e das 

zonas epileptogênicas, tornando o procedimento cirúrgico possível quando focos epilépticos 

delimitados são bem identificados (Simasathien et al., 2013).  

Os pacientes que se enquadram no procedimento cirúrgico podem alcançar cerca de 60-

80% de supressão das crises quando encaminhados rapidamente para cirurgia ao invés de 

prosseguir com tratamento com FAEs (Fattorusso et al., 2021). Ainda, o tratamento cirúrgico 

pode ser mais econômico (aproximadamente US$ 100.000) para pacientes com ELT, sendo 

mais eficaz do que intervenções com FAEs (Sheikh et al., 2020). 

Alguns pacientes não se encaixam no perfil para se beneficiar do tratamento cirúrgico, em 

especial quando o foco das lesões não pode ser identificado. Outros não podem ter essas áreas 

removidas devido à importância funcional do local em questão (Fattorusso et al., 2021). Nesses 

casos, outra alternativa de tratamento é implementada, como FAEs ou neuroestimulação 

(Fattorusso et al., 2021). 

A neuroestimulação pode ser categorizada em dois grupos principais: (1) Métodos 

invasivos, que requerem um procedimento de implantação cirúrgica para instalar o dispositivo 

de estimulação, como estimulação do nervo vago (ENV), estimulação profunda do cérebro 

(DPC) e neuroestimulação responsiva (RNS); (2) Métodos não invasivos, nos quais não é 

necessário realizar cirurgia para implantar os dispositivos, como estimulação magnética 
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transcraniana (EMT), estimulação do nervo trigêmeo (ENT) e a estimulação do nervo vago 

transcutânea (tVNS) (Boon et al., 2018; Dalkilic, 2017). Além disso, dois sistemas diferentes 

podem ser usados nos dispositivos de estimulação: "loop aberto" com estimulação contínua ou 

"loop fechado", quando o dispositivo detecta atividade epileptiforme e fornece estímulo na 

mesma área (Fattorusso et al., 2021; Kwan, 2000).  

Dentre as terapias para ER, o tratamento com FAEs é o mais utilizado. O mecanismo de 

ação dos FAEs visa a atenuação da neurotransmissão excitatória por meio do bloqueio canais 

para sódio ou para cálcio voltagem-dependentes, e de vias glutamatérgicas; ou, ainda, o 

aumento da inibição por meio da modulação da ação GABAérgica. Embora os FAEs atuais 

sejam capazes de prolongar o intervalo entre as crises, diminuindo sua frequência diária, ou 

mesmo estendendo-o durante anos, o tratamento farmacológico continua sendo insuficiente no 

controle das crises em uma grande parcela de pacientes (Dalic and Cook, 2016; Hu et al., 2018; 

Simonato et al., 2012).  

Apesar da disponibilidade e desenvolvimento contínuo de novos FAEs, estas terapias 

fornecem apenas alívio sintomático, não sendo capazes de impedir a progressão da doença, ou 

de promover neuro-regeneração ao dano causado pelas crises. Além disso, o tratamento com 

FAEs está comumente associado a efeitos adversos variados, muitas vezes severos e 

recorrentes, impactando negativamente na qualidade de vida dos pacientes (Hauser et al., 2018; 

Macleod and Appleton, 2007). 

Nesse cenário, é de suma importância que novas possibilidades terapêuticas sejam 

exploradas. Atualmente, três abordagens distintas são adotadas no desenvolvimento FAEs: (1) 

ajustes químicos ou estruturais em fármacos já existentes, com o objetivo de ampliar sua 

eficácia ou minimizar seus efeitos adversos; (2) identificação de novas substâncias com 

potencial antiepiléptico por meio de testes experimentais in vivo e in vitro; (3) utilização de 

compostos que atuam em processos subjacentes às crises epilépticas, exercendo efeitos 

seletivos na inibição da excitação ou no aumento da transmissão inibitória (Łuszczki, 2009). 

Os FAEs são temporalmente divididos em três gerações. A primeira geração surgiu após o 

brometo de potássio, sendo o próximo fármaco, fenobarbital, disponibilizado em 1912. Este 

FAE, anteriormente utilizado como sedativo, se mostrou menos tóxico que o brometo de 

potássio no tratamento de epilepsia, contudo, o composto apresenta vários efeitos adversos, 

como: depressão, hiperatividade e complicações respiratórias. O fenobarbital atua aumentando 
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a inibição sináptica mediada pelo GABA por meio da ligação em receptores do tipo GABA-A, 

prolongando assim seu tempo de abertura. Ainda hoje, este composto segue sendo um dos FAEs 

mais prescritos, tendo em vista o seu baixo custo (LaPenna and Tormoehlen, 2017).  

A primeira geração de FAEs abrange também outros medicamentos que foram 

desenvolvidos até a década de 1970, como a primidona, fenitoína, etosuximida (ESM) e ácido 

valproico (VPA), os quais atuam por meio de mecanismos diversos, incluindo: a inibição de 

canais para sódio voltagem-dependente, o antagonismo de receptores para Glutamato do tipo 

NMDA (N-metil D-Aspartato) e o reforço da transmissão mediada por GABA (LaPenna and 

Tormoehlen, 2017). 

A segunda geração de FAEs abrange os benzodiazepínicos, a carbamazepina (CBZ), 

felbamato, gabapentina, entre outros. Apesar de mais novos em comparação com a primeira 

geração, estes FAEs continuam associados à uma ampla gama de efeitos adversos, como 

comprometimento motor. A terceira geração dos FAEs teve início em 2008 com a aprovação 

da lacosamida. Dentre seus representantes, estão: vigabatrina (VBG), clobazam, rufinamida, 

acetato de eslicarbazepina, brivaracetam (Abou-Khalil, 2016; LaPenna and Tormoehlen, 2017). 

Vale ressaltar que, embora se mostrem mais toleráveis do que as gerações anteriores, as novas 

gerações de FAEs não estão isentas de apresentarem efeitos adversos (French and Gazzola, 

2011).  

Tabela 1 - Relação dos principais fármacos antiepilépticos utilizados no tratamento da 

Epilepsia, mecanismos de ação e efeitos adversos mais comuns.  

Geração Fármaco Mecanismo de Ação Efeitos Adversos Comuns 

1ª 

Fenobarbital 

Potencialização da 

neurotransmissão 

GABAérgica. 

Sedação, depressão, 

hiperatividade e complicações 

respiratórias. 

Primidona 

Desconhecido, sabe-se que 

diminui a excitabilidade 

neuronal. 

Ataxia, vertigem, anorexia, 

sonolência, excitação, náuseas 

ou vômitos, fadiga, impotência, 

tonturas, alterações do humor, 

diplopia, nistagmo e erupções 

cutâneas. 



30 
 

 
 

Fenitoína 

Aumento do período 

refratário de canais para 

Na+ voltagem-dependentes. 

Nistagmo, vertigem, prurido, 

parestesia, cefaleia, sonolência e 

ataxia 

Etossuximida  Inibição de influxo de Ca2+ 

Anorexia, ataxia, tontura, 

sonolência, cefaleia, soluço e 

distúrbios gastrointestinais (dor 

abdominal, diarreia, dor 

epigástrica, hipertrofia gengival, 

náusea, vômitos, perda de peso) 

Ácido Valpróico  

Aumento da 

neurotransmissão 

GABAérgica pela ativação 

da enzima glutâmica 

descarboxilase, inibição de 

enzimas que degradam 

GABA, modulação de 

canais de Ca2+. 

 Sonolência, tontura, dor de 

cabeça, queda de cabelo, ganho 

de peso, náuseas e alterações das 

enzimas hepáticas 

2ª 

Carbamazepina 

Estabilização da 

membrana, inibição da 

descarga neuronal 

repetitiva e redução da 

propagação sináptica de 

impulsos excitatórios, 

bloqueio de canais de Na+. 

Edema, retenção de líquido, 

aumento de peso, hiponatremia e 

redução de osmolaridade do 

sangue 

Felbamato 

Bloqueio de receptores 

glutamatérgicos do tipo 

NMDA 

Anemia aplástica, insuficiência 

hepática, anorexia, náuseas e 

vômitos, sonolência, cefaléias e 

irritabilidade 

Gabapentina 
Bloqueio de Canais para 

Ca2+ voltagem-dependente 

Sonolência, tonturas, ataxia, 

edema, angiodema, anafilaxia e 

infecção 

3ª 

Lacosamida  

Aumento da inativação 

lenta de canais para Na+ 

voltagem-dependentes 

Tontura, dor de cabeça, diplopia, 

náusea e vômitos 

Rufinamida  

Prolongamento da 

inativação de canais para 

Na+ voltagem-dependentes 

Sonolência, tontura, fadiga, dor 

de cabeça, vômitos, náusea, 

tremores, diminuição do apetite, 

constipação 
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Estiripentol  
Modulação de receptores 

GABA-A 

Sonolência, lentidão da função 

mental, ataxia, diplopia, perda 

de apetite, náuseas e dores 

abdominais 

Vigabatrina   

Potencialização da 

neurotransmissão 

GABAérgica. 

Sonolência, fadiga, tontura, 

depressão, psicoses, hepatite, 

comprometimento respiratório, 

vertigem 

Clobazam  

Potencialização da 

neurotransmissão 

GABAérgica. 

Sonolência, alterações 

comportamentais e de humor, 

hiperexcitabilidade psicomotora, 

ataxia e infecção do trato 

respiratório 

Retigabina  
Abertura de canais para K+ 

voltagem-dependentes 

Sonolência, tontura, ataxia, 

parestesia, amnésia, visão turva, 

náuseas, infecção do trato 

urinário, alucinações, ansiedade 

Parampanel  
Antagonista glutamatérgico 

(receptores tipo AMPA) 

Sonolência, tontura, dor de 

cabeça, fadiga, irritabilidade, 

ideação suicida 

Acetato de 

Eslicarbazepina  

Bloqueio de canais de para 

Na+ voltagem-dependentes 

Tontura, visão turva, náuseas e 

vômitos, ataxia, dor de cabeça, 

sonolência e fadiga, problemas 

hepáticos 

Brivaracetam  

Inibição da liberação pré-

sináptica de 

neurotransmissores 

excitatórios 

Sonolência, dor de cabeça, 

tontura e fadiga 

Fonte: LaPenna & Tormoehlen, 2017; Abou-Khalil, 2016; 

https://www.lecturio.com/pt/concepts/farmacos-anticonvulsionantes-de-segunda-geracao/  

Quando um paciente é diagnosticado com epilepsia, a intervenção é normalmente realizada 

com monoterapia de longo prazo com FAEs clássicos, como carbamazepina, etossuximida, 

fenobarbital, fenitoína e ácido valproico (Golyala and Kwan, 2017). No entanto, a partir do 

momento em que a fármaco-resistência é identificada, uma politerapia personalizada é 

introduzida. A politerapia combina medicamentos de acordo com o perfil individual do 

paciente, levando-se em consideração sua idade, gênero, hábitos, características das crises e 

https://www.lecturio.com/pt/concepts/farmacos-anticonvulsionantes-de-segunda-geracao/
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perfil do medicamento (Kwan, 2000). Entretanto, dados clínicos que comprovem a eficácia da 

politerapia com FAEs para a ER são escassos, tendo em vista a grande possibilidade de 

combinações de FAEs disponíveis, bem como de doses de tratamento (Patrick Kwan, M.D., 

Ph.D., Steven C. Schachter, M.D., and Martin J. Brodie, 2011). Ademais, ainda que haja estudos 

e dados acessíveis, a reprodutibilidade de tais circunstâncias é extremamente difícil, uma vez 

que a terapia ideal varia de acordo com o perfil diversificado de cada paciente. 

A politerapia têm ganhado destaque devido ao aumento na aprovação de novos FAEs mais 

modernos com novos mecanismos de ação e toxicidades mais baixas (Kwan, 2000). Desde os 

anos 2000, entre as combinações mais comuns que resultam em efeito sinérgico benéfico para 

o tratamento da ER estão o ácido valpróico, a etossuximida, a lamotrigina, a vigabatrina e o 

topiramato. Ainda, estudos sugerem que a combinação mais eficiente e sinérgica seja de VPA 

e lamotrigina (LTG), apesar desta combinação estar comumente associada à alta toxicidade 

(Cuadrado et al., 2002; Poolos et al., 2017, 2012). Isso porque o VPA atua como um inibidor 

do metabolismo da de LTG, inibindo sua glucuronidação e aumentando sua concentração sérica 

(Koristkova et al., 2019; Pisani et al., 1999). Além disso, a associação entre diferentes 

mecanismos de ação é uma estratégia poderosa comumente utilizada no tratamento de ER. O 

LTG atua inibindo a liberação de glutamato por meio do bloqueio dos canais para sódio, 

enquanto o VPA, além de bloquear canais para sódio, modula a disponibilidade de GABA, 

aumentando os níveis pré-sinápticos deste neurotransmissor e, desta forma, a ativação pós-

sináptica de seus receptores (Deckers et al., 2000; Pisani et al., 1999). 

É válido mencionar que a combinação entre dois fármacos que possuem o mesmo 

mecanismo de ação, como CBZ e LTG, em que ambos são bloqueadores de canal para sódio, 

possui o efeito contrário ao uso de dois fármacos com mecanismos diferentes e sinérgicos. Isto 

porque há um aumento na incidência de efeitos adversos neurotóxicos e competição pelo 

mesmo alvo farmacológico, não induzindo sinergia dos compostos no tratamento da ER, 

culminando assim em uma menor eficácia e maior toxicidade (Koristkova et al., 2019; Perucca, 

2002). 

Por fim, a epilepsia é considerada resolvida apenas em dois casos: em pacientes com 

síndromes epilépticas idade-dependentes que já ultrapassaram a faixa etária em questão, ou em 

pacientes que estão livres de crises há mais de uma década e não fazem uso de FAEs há mais 

de cinco anos (Fisher et al., 2014b). 
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1.5. Dificuldades no Tratamento da ER  

Apesar dos inúmeros FAEs atualmente disponíveis e dos esforços no desenvolvimento de 

novas terapias farmacológicas, um terço dos pacientes com epilepsia permanecem resistentes 

ao tratamento. Além disso, a quantidade substancial de efeitos adversos associados a essas 

terapias muitas vezes impossibilita sua aplicação clínica (Löscher et al., 2013). 

Os efeitos adversos são pronunciados e se manifestam de diferentes maneiras. Na maioria 

das vezes, esta toxicidade está relacionada à (1) dose (recorrentes em FAEs como topiramato e 

levetiracetam); (2) reações de hipersensibilidade (geralmente ocorrendo no início do 

tratamento); (3) efeitos adversos de longo prazo; (4) interações medicamentosas adversas (mais 

comuns entre os FAEs de primeira geração); (5) efeitos adversos metabólicos e hormonais 

(Brodie et al., 2013); e (6) teratogenicidade (associada ao uso de VPA, fenitoína, 

carbamazepina, dentre outros) (Laxer et al., 2014). Dentre os efeitos adversos mais prevalentes, 

destacam-se: letargia, tontura, comprometimento comportamental e cognitivo, confusão 

mental, alergias, hipersensibilidade, atrofia cerebelar, disfunção retiniana, anemia aplástica, 

linfoma, efeitos cardiovasculares, acentuação da osteoporose e aceleração de doenças 

vasculares (Brodie et al., 2013; Laxer et al., 2014). Alguns desses efeitos podem se manifestar 

logo no início do tratamento, enquanto outros surgem ao longo do tempo. Além disso, o 

aparecimento de alguns desses efeitos adversos está associado ao uso de um FAE específico, 

embora todos os FAEs possam potencialmente apresentar efeitos adversos, sejam eles sutis ou 

graves. 

Esses efeitos têm um impacto significativo na vida dos pacientes (Löscher et al., 2013), 

principalmente no que se refere à redução das capacidades cognitivas (Fonseca et al., 2018; 

Vajda and Eadie, 2014), danos ao sistema neural (Fonseca et al., 2018; Sutula, 2004; Vajda and 

Eadie, 2014) e alta mortalidade. De fato, indivíduos com epilepsia fármaco-resistente 

apresentam uma probabilidade maior de morte quando comparados com a população em geral 

(cerca de 2 a 10 vezes maior) (Chapell et al., 2003). Não obstante, a "morte súbita e inesperada 

na epilepsia" (sudden unexpected death - SUDEP) é a principal causa de morte em pacientes 

com ER (Laxer et al., 2014).  

Portanto, levando-se em consideração todas as limitações impostas pelos FAEs atualmente 

disponíveis no mercado e o grande impacto na qualidade de vida dos pacientes com ER, o 



34 
 

 
 

desenvolvimento de medicamentos mais eficazes, com efeitos adversos menos pronunciados e 

uma margem de segurança maior é essencial. 

1.6.Peptídeos neuroativos identificados na peçonha de animais 

As peçonhas de animais têm ganhado destaque no desenvolvimento de novos fármacos para 

doenças neurodegenerativas, dentre elas a Epilepsia. Particularmente, a peçonha de artrópodes 

é bastante estudada por conter moléculas neuroativas com grandes potenciais para o 

desenvolvimento de novos tratamentos que busca a restauração das funções normais do sistema 

nervoso (Silva et al., 2015). 

Dentre as moléculas presentes na composição de peçonhas de animais, os peptídeos se 

sobressaem, compreendendo cerca de 70% do conteúdo total (Dohtsu et al., 1993). Ainda, esses 

peptídeos são comumente classificados de acordo com suas funções biológicas, podendo ser: 

antimicrobianos, quimiotáticos, inflamatórios e neuroativos. 

Uma das toxinas mais estudadas é a conotoxina, isolada da peçonha do Conus geographus. 

Ela atua como antagonista glutamatérgico, inibindo receptores do tipo NMDA e modulando 

correntes pós-sinápticas excitatórias no córtex cerebral e no hipocampo (Gao et al., 2017), e é 

amplamente estudada no desenvolvimento de novos peptídeos sintéticos com atividade 

antiepiléptica (Beraud and Chandy, 2011). 

O Cll9, um peptídeo isolado da peçonha do escorpião Centruroides limpidus limpidus, foi 

capaz de suprimir crises convulsivas quando injetado diretamente no cérebro de ratos (Corona 

et al., 2003). Outros peptídeos isolados de escorpiões também já demonstraram ações 

antiepiléticas, sendo o BmK AEP, isolado do escorpião Buthus martensii Karsch, o primeiro 

peptídeo de escorpião a apresentar efeito contra crises epilépticas (Zhang et al., 2019). Ainda, 

peptídeos extraídos das peçonhas de aranhas, incluindo aquelas provenientes das espécies do 

gênero Agelenopsis e da aranha Phoneutria nigriventer, também foram capazes de demonstrar 

propriedades antiepilépticas (Jackson and Scheideler, 1996; Pinheiro et al., 2006). 

Peçonhas de vespas também têm sido estudadas por seu potencial antiepiléptico. A peçonha 

desnaturada da vespa Polybia ignobilis foi capaz de proteger os animais contra crises induzidas 

pelos epilépticos padrões bicuculina, picrotoxina e ácido caínico (Siqueira Cunha et al., 2005). 

O peptídeo neuropolybina, isolado da peçonha da vespa Polybia paulista, foi anteriormente 

testado em ratos e camundongos, em PADU de crises induzidas por pentilenotetrazol (PTZ) 
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(Do Couto et al., 2012; Silva et al., 2015), e em PADR de ELT induzido por pilocarpina 

(Gomes, 2016), também apresentando efeito neuroprotetor. 

Em 2005, Mortari e colaboradores isolaram a peçonha da vespa social Polybia occidentalis, 

e identificaram o peptídeo Occidentalina-1202 (Occ-1202). A neurovespina, um peptídeo 

sintético bioinspirado da Occ-1202, foi avaliada em PADU de crise epiléptica e apresentou 

potente atividade antiepiléptica dose-dependente quando administrada via i.c.v. e via 

intraperitoneal (i.p.) em crises epilépticas induzidas por ácido caínico. Ademais, o tratamento 

com neurovespina foi capaz de diminuir a expressão hipocampal da proteína c-Fos, associada 

a excitabilidade mediada por glutamato, indicando um possível efeito neuroprotetor do 

tratamento (Dos Anjos, 2013). A neurovespina também foi avaliada em PADR de ELT induzido 

por pilocarpina, no qual foi observado um efeito neuroprotetor do tratamento diário do peptídeo 

tanto na fase latente do modelo, quanto na fase crônica. Ainda, o tratamento em dose única do 

peptídeo não causou citotoxicidade, genotoxicidade ou hemotoxicidade em camundongos (dos 

Anjos, 2017). 

Em vista do exposto, é possível compreender o potencial nítido do uso de peptídeos como 

ferramenta de estudo de doenças neurodegenerativas e no desenvolvimento de novos fármacos 

mais eficazes, especialmente para Epilepsia Refratária. Por fim, a busca por novos 

antiepilépticos deve ser acompanhada de amplas investigações e levar em consideração os 

efeitos de toxicidade, visando à segurança farmacológica do composto. 

1.7. A Occidentalina-1202 como potencial tratamento para a Epilepsia Refratária 

Em 2005, Mortari e colaboradores isolaram os componentes da peçonha da vespa social 

Polybia occidentalis (Figura 2). Após testes de indução aguda de crises pelos epilépticos 

químicos padrões: bicuculina, picrotoxina, ácido caínico e pentilenotetrazol (PTZ), e 

subsequente tratamento em ratos via intracerebroventricular (i.c.v.), foi possível observar 

proteção significativa contra as crises máximas induzidas. Esta proteção se deu principalmente 

em crises induzidas por ácido caínico, seguido de bicuculina, picrotoxina e PTZ. É válido notar 

que, mesmo não havendo proteção significativa contra crises induzidas pelo PTZ, houve 

aumento significativo, dose-dependente, nas latências para o início das crises induzidas por esse 

agente (Mortari et al., 2023).  
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Figura 2. Exemplar da vespa social Polybia occidentalis. Disponível em: 

http://biogeodb.stri.si.edu/bioinformatics/dfm/metas/view/30677. 

A partir destes dados, foram feitos o isolamento e a caracterização estrutural de um novo 

peptídeo antiepiléptico, sendo denominado Occidentalina-1202 (Occ-1202), sendo formado por 

nove resíduos de aminoácidos (Glu-Gln-Tyr-Met-Val-Ala-Phe-Trp-Met-NH2) (Mortari et al., 

2023) (Figura 3). 
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Figura 3. Representação da fórmula estrutural da Occidentalina-1202. 

Quando avaliada em modelos de crises epilépticas, a Occidentalina-1202 foi capaz de 

promover um potente efeito antiepiléptico no teste de indução aguda de crise contra ácido 

caínico e PTZ. Além disso, a latência para início das crises foi significativamente maior nas 

doses menores onde os animais apresentavam crises (Mortari et al., 2023). 

Considerando-se o potencial das toxinas de artrópodes e os efeitos neuroprotetores 

observados em pesquisas anteriores, torna-se evidente a necessidade de novas pesquisas que 

explorem o potencial dessas substâncias naturais no desenvolvimento de novos fármacos para 

o tratamento de doenças neurodegenerativas, como a ER. 

Desta forma, o peptídeo Occidentalina-1202 surge como uma destas substâncias, sendo 

altamente eficaz e não exibindo efeitos tóxicos tanto em modelos agudos quanto em modelos 

crônicos de administração por via parental. No entanto, a segurança farmacológica e o 

mecanismo de ação do peptídeo permanecem desconhecidos. Assim, tendo em vista o potencial 

da Occ-1202 como ferramenta de estudos e tratamento da ER, a investigação de sua segurança 

farmacológica, toxicidade e elucidação de seus possíveis alvos farmacológicos torna-se 

essencial.  

2.Objetivos 

 

2.1. Objetivos Gerais: 

Este trabalho tem como objetivo a avaliação da segurança e toxicidade aguda e crônica 

do peptídeo Occidentalina-1202 quando administrado por via intraperitoneal em camundongos, 

e a investigação do mecanismo de ação do peptídeo por meio da realização de ensaios de ligação 

competitiva com radioligantes.  

2.2. Objetivos Específicos:  

• Avaliar a segurança e a toxicidade do peptídeo Occidentalina-1202 quando 

administrado via intraperitoneal, em modelos agudo e crônico; 

• Elucidar os possíveis efeitos adversos do peptídeo Occidentalina-1202; 
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• Avaliar a toxicidade bioquímica e hematológica do peptídeo Occidentalina-1202; 

• Avaliar a atividade da Occidentalina-1202 na neurotransmissão glutamatérgica e 

gabaérgica por meio de ensaios de ligação e captação competitiva com radioligantes.  

3. Metodologia 

3.1. Peptídeo 

 O peptídeo Occidentalina-1202 (sequência Glu-Gln-Tyr-Met-Val-Ala-Phe-Trp-Met-

NH2) foi sintetizado pela empresa Biointech Soluções em Biotecnologia LTDA. A confirmação 

do grau de pureza, a inspeção da massa monoisotópica e a confirmação da sequência do 

peptídeo foram realizadas pela empresa responsável pela síntese antes do início dos 

experimentos e após a entrega do peptídeo por espectrometria de massas (MALDI/TOF) (massa 

molecular de 1203,43). Para a utilização nos ensaios experimentais, o peptídeo foi solubilizado 

em solução fisiológica 0,9% com adição de 20% de dimetilsufóxido (DMSO – Dinâmica®). 

3.2. Sujeitos Experimentais 

 

 Para avaliar a segurança e a toxicidade do peptídeo Occidentalina-1202, bem como 

conduzir ensaios de ligação e captação a fim de investigar seu mecanismo de ação, foram 

utilizados camundongos Swiss machos e fêmeas (Mus musculus). A manipulação dos sujeitos 

experimentais foi realizada de acordo com as normas estipuladas nos Princípios Éticos na 

Experimentação Animal, o Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal 

(CONCEA) e a Lei Arouca (Lei 11.794/2008), que regulamenta o uso de animais no âmbito de 

pesquisa. O projeto foi submetido à Comissão de Ética no Uso Animal (CEUA/IB) da 

Universidade de Brasília – UnB e deferido, protocolo nº 23106.125197/2021-49 (Anexo 1).  

 Os camundongos, com idade entre 21 e 30 dias (pesando entre 18-30g), foram 

adquiridos do Biotério do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade de Brasília, 

acondicionados em caixas de polipropileno (41 x 34 x 16 cm – comprimento x largura x altura), 

mantidos em estufas com ciclo claro/escuro de 12/12 horas, temperatura (22°C) e umidade 

(55%) controladas. Durante todo o período de experimento foram oferecidas água e ração 

específica para camundongos ad libitum. 
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3.3. Ensaios de Segurança e Toxicidade 

Os ensaios de segurança e toxicidade foram realizados de acordo com o GUIA PARA 

A CONDUÇÃO DE ESTUDOS NÃO CLÍNICOS DE TOXICOLOGIA E SEGURANÇA 

FARMACOLÓGICA NECESSÁRIOS AO DESENVOLVIMENTO DE MEDICAMENTOS 

da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA), Versão 2 (Agência de Vigilância 

Sanitária, 2013). 

Para a avaliação da segurança e toxicidade do peptídeo Occidentalina-1202, os animais 

foram divididos nos seguintes grupos experimentais: 

• Grupo veículo (controle negativo, n=8): animais que receberam administração de 

solução fisiológica 0,9% adicionada de 20% de DMSO (300 μL; i.p.) (n=8). 

• Grupo Diazepam (DZP) (controle positivo, n=8): animais que receberam 

administração de Diazepam (Compaz®) 4mg/kg (300 μL; i.p.), solubilizado em 

solução fisiológica 0,9%. 

• Grupo Occ-1202 4 mg/kg (n=8): animais que receberam animais que receberam 4 

mg/kg do peptídeo Occidentalina-1202 (300 μL; i.p.), solubilizado em solução 

fisiológica 0,9% com adição de 20% DMSO.  

• Grupo Occ-1202 20 mg/kg (n=8): animais que receberam animais que receberam 20 

mg/kg do peptídeo Occidentalina-1202 (300 μL; i.p.) (300 μL; i.p.), solubilizado em 

solução fisiológica 0,9% com adição de 20% DMSO. 

• Grupo Occ-1202 40 mg/kg (n=8): animais que receberam 40 mg/kg do peptídeo 

Occidentalina-1202 (300 μL; i.p.), solubilizado em solução fisiológica 0,9% com 

adição de 20% DMSO. 

Ainda, os animais foram avaliados em dois modelos distintos: no protocolo de 

administração de dose única (PADU) e no protocolo de administração de doses repetidas 

(PADR). 

3.3.1. Protocolo de Administração de Dose Única 

No PADU a administração dos tratamentos se deu apenas uma vez, no primeiro dia de 

experimento, acompanhada da avaliação comportamental por meio do ensaio de Campo Aberto 
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(Open Field) e da observação dos animais durante 14 dias consecutivos, a fim de se monitorar 

a massa corporal dos sujeitos experimentais, bem como o surgimento de possíveis mudanças 

fisiológicas aparentes (como surgimento de tumores, piloereção, cianose e dificuldades para 

respirar e se locomover.).  

3.3.2. Protocolo de Administração de Doses Repetidas 

No PADR, a administração dos tratamentos se deu diariamente ao longo de 28 dias 

consecutivos (podendo se estender até 30), uma vez ao dia, acompanhada pela avaliação 

comportamental por meio do ensaio de Campo Aberto no 1º, 14º e 28º dias. Os animais foram 

observados durante 28 dias (podendo se estender até o 30º dia), nos quais foram monitorados a 

massa corporal dos animais e possíveis alterações fisiológicas. 

3.4. Avaliação comportamental em ensaio de Campo Aberto (Open Field) 

Para realização do teste de Campo Aberto foi utilizada uma arena circular preta de 

madeira com 60 centímetros de diâmetro, dividida em três zonas distintas. Os animais foram 

deixados na mesma sala em que a arena estava localizada durante 20 minutos antes de se iniciar 

o teste para habituação com o ambiente.  

Para o teste, foi administrado o tratamento aos animais (veículo, Diazepam ou peptídeo) 

e, em seguida, os animais foram posicionados no centro da arena, onde permaneceram por vinte 

minutos sendo filmado por uma câmera digital (Intelbras). Os cinco primeiros minutos de 

permanência dentro da arena foram descontados durante a posterior avaliação das filmagens, 

levando-se em consideração apenas os 15 minutos finais de duração. 

Foram selecionados para avaliação de comportamentos gerais espontâneos dos animais 

os seguintes parâmetros: 

• Deslocamento total: locomoção na arena; 

• Autolimpeza: limpar o focinho, as garras, as patas anteriores e posteriores, as 

genitais, a cauda, a cabeça, o dorso e o ventre; 

• Exploração: cheirar, caminhar, esquadrinhar, tentar escalar a parede do aparato; 

• Elevação, ficar sobre as patas traseiras, sem estar apoiado nas paredes da arena; 

• Imobilidade: parado. 
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Ao final do teste os animais foram devolvidos às suas respectivas caixas e retornados 

ao biotério. A análise de todos os vídeos foi realizada no software Anymaze (Stoelting Co., 

USAe Boris (Behavioral Observation Research Interactive Software – Universidade de Torino). 

3.5. Análises Bioquímicas e Hematológicas 

Os animais tiveram amostras de sangue coletadas no dia da eutanásia para avaliação de 

possível hematotoxicidade. A coleta de sangue dos animais que tiveram seus corações 

removidos para outros testes não descritos neste trabalho foi feita removendo-se a cabeça do 

animal com auxílio de uma tesoura, rotacionando o corpo em posição vertical e coletando o 

sangue com auxílio de um funil para ser acondicionado em tubo próprio para coleta de sangue 

de 0,5mL contendo EDTA (FirstLab). Este método foi utilizado tendo em vista que não era 

possível realizar punção no coração sem comprometer os testes posteriores (não descritos neste 

estudo) neste órgão. Ainda, o volume de sangue obtido por outras vias de coleta (como pela 

cauda) mostrou-se insuficiente para execução dos testes, tornando inviável outro método de 

coleta. Para os animais que não tiveram o coração removido para outros testes (não descritos 

neste trabalho), o sangue foi coletado com uma seringa contendo heparina sódica (Hemofol®) 

através do ventrículo esquerdo cardíaco e acondicionado em tubo próprio para coleta de sangue 

de 0,5mL contendo EDTA. 

Os tubos foram armazenados a 4ºC e levados em caixas de isopor ao final de todas as 

coletas até o Hospital Veterinário da Universidade de Brasília, onde as amostras foram 

submetidas à análise hematológica (BC-5000 vet, Myndray) para quantificação dos seguintes 

parâmetros: 

• Porcentagem de Hematócritos (HCT); 

• Volume de Hemácias; 

• Concentração de Hemoglobina (Hb); 

• Volume de Leucócitos; 

• Porcentagem de Monócitos; 

• Porcentagem de Linfócitos; 

• Porcentagem de Eosinófilos; 

• Porcentagem de Basófilos; 
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• Volume de Plaquetas.   

 

Para os exames em que foram realizados testes bioquímicos, os seguintes parâmetros 

foram avaliados: alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), uréia e 

creatinina (Cobas c111, Roche). 

3.6. Eutanásia e coleta dos órgãos 

Ao final do período de observação (14 dias para o PADU e 30 dias para o PADR), os 

animais foram eutanasiados e tiveram encéfalo, pulmão, coração, fígado e rim retirados para 

análises histopatológicas e, para o coração, análise de RAR. Para tal, foi administrado Tiopental 

sódico (60 mg/kg, via i.p.). Os animais tiveram então sua caixa toráxica aberta com auxílio de 

pinça e tesoura para exposição dos órgãos. Para os animais que teriam coração retirado para 

testes de respirometria, este órgão foi retirado primeiro, ainda apresentando batimento cardíaco, 

com auxílio de tesoura e pinça. Os demais animais tiveram encéfalo coletado primeiro, seguido 

de pulmão, fígado e rim. Os pulmões foram inflados com tampão PBS com auxílio de uma 

seringa e linha antes de serem retirados.  

Após coletados, todos os órgãos foram pesados em uma balança analítica (Tecnal) e 

tiveram seu volume medido em um pletismômetro (Bonther). Em seguida, os órgãos foram 

colocados em tubos devidamente etiquetados contendo formaldeído 4% diluído em tampão 

PBS.  

3.7. Análises Histológicas 

Após coleta, os órgãos foram mantidos em solução formaldeído 4% (feita com tampão PBS 

e formaldeído 36,6% - Vetec Química Fina LTDA) por pelo menos 24h para sua fixação. Após 

esse período, os mesmos foram transferidos para solução de sacarose 30%, na qual foram 

mantidos por 48h, a fim de se estabelecer crioproteção no tecido ao serem submetidos ao 

congelamento posteriormente. 

O congelamento dos órgãos foi feito utilizando-se 2-metil-butano (Sigma-Aldrich) e 

gelo seco. Os órgãos foram retirados da solução sacarose 30% e depositados em um Becker 

envolto em gelo seco contendo 2-metil-butano (volume suficiente para cobrir os órgãos), no 

qual permaneceram por 20 segundos antes de serem embrulhados em papel alumínio 

previamente etiquetado e colocados no freezer a -80ºC.   
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Após congelados, os órgãos foram cortados no criostato (Leica CM1850) em 50 µM de 

espessura utilizando-se o meio de inclusão Tissue-Tek® (Sakura®). Os cortes foram coletados 

com auxílio de um pincel e colocados em placa de 24 poços contendo solução anti-freezing 

(30% de etilenoglicol + 30% de glicerina + 40% de água destilada).    

As lâminas (Perfecta) foram previamente gelatinizadas com solução contendo gelatina 

em pó (Vetec Química Fina, Sigma-Aldrich) e cromo potássio sulfato (Divisione Chimica 

Industriale - Milano). Com auxílio de um pincel e cuba contendo tampão PBS, os cortes foram 

retirados dos poços das placas, selecionados e colocados sobre a lâmina. Foram colocados, em 

média, quatro cortes por lâmina. Após montadas, as lâminas foram colocadas em estufa a 37ºC 

e deixadas por 24h para secagem.  

A coloração de Hematoxilina-eosina (H.E.) foi empregada para tornar possível a 

observação geral dos diferentes tecidos em microscópio óptico (Leica DM2000, Leica 

Microsystems, São Paulo). Esta coloração foi empregada a fim de se avaliar anomalias 

morfológicas nos tecidos, como surgimento de tumores, necroses, hemorragias, e outras 

possíveis alterações estruturais anormais.  

Após a secagem das lâminas em estufa, todo o procedimento da coloração H.E. ocorreu 

em uma capela de fluxo laminar. Foram colocadas doze lâminas por vez (do mesmo tecido) em 

um suporte de plástico próprio e imersas em uma cuba contendo água destilada durante 10 

segundos. Em seguida as lâminas foram submersas em uma cuba contendo a solução do corante 

de Hematoxilina (Hematoxilina de Harris). O tempo pelo qual as lâminas de cada tecido 

permaneceram nas soluções corantes variou de acordo com cada tecido e com a degradação do 

corante, tendo em vista que o pigmento de Hematoxilina é fotossensível e se degrada com o 

tempo. Portanto, esta etapa foi realizada com cautela e atenção, embora não tenha sido possível 

estabelecer um tempo fixo, mesmo para um mesmo tecido, em todas as vezes que a coloração 

foi realizada. 

Depois de imersas em corante de hematoxilina, as lâminas foram colocadas em água 

para retirada do excesso de corante e, em seguida, em água destilada por 10 segundos. Na 

sequência, as lâminas foram imersas em solução diferenciadora de água destilada com 

hidróxido de amônio (NH4OH) (300mL de água destilada para 3 gotas de NH4OH – 10 s), 

seguido de imersão em água destilada (10 s). O mesmo procedimento foi repetido em solução 
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diferenciadora de água destilada com ácido clorídrico (HCl) (300mL de água destilada para 3 

gotas de HCl – 10 s), e novamente imersas em água destilada (10 s). 

Posteriormente, as lâminas foram imersas em cuba contendo a solução do corante 

Eosina (Eosina-floxina) por aproximadamente 1 minuto, devido aos diferentes tipos de tecido 

e degradação do corante. É válido ressaltar que ambos os corantes foram submetidos à filtração 

em filtro de papel antes do início do procedimento para remoção de sujeiras e impurezas. Depois 

de imersas em corante eosina, as lâminas foram colocadas em água para retirada do excesso de 

corante e, em seguida, em água destilada por 10 segundos. 

Na sequência, as lâminas foram imersas em solução de etanol (Dinâmica Química 

Contemporânea LTDA) nas diferentes concentrações: 50%, 70%, 90% e 100% (v/v, em água 

destilada), durante um minuto em cada concentração e dois minutos na concentração final 

(100%).   

Por último, as lâminas foram submersas em duas soluções de xilol (Dinâmica®, Brasil) 

por 1 minuto e meio em cada e ao final, as lâminas foram deixadas na segunda solução de xilol 

até, uma a uma, serem recobertas com lamínula de vidro (Exacta, Brasil) empregando 

Entellan® (Merck KGaA©, Alemanha) como meio de montagem. 

A análise morfológica dos tecidos foi realizada através de um sistema de captura de 

imagens de um microscópio óptico (Leica DM2000, Leica Microsystems, São Paulo) com uma 

câmera de vídeo digital (Leica DFC 310 FX, Leica Microsystems, São Paulo), conectados a um 

computador equipado com o software (Leica, Las V4.1.0, Leica Microsystems, São Paulo). 

Foram obtidas, em média, 4 fotos por cada corte do encéfalo, duas fotos por cada corte 

de rim, 3 fotos por cada corte de fígado, 2 fotos por cada corte de pulmão e 2 fotos por cada 

corte de coração. Todas as fotos foram obtidas em aumento de 10x, no caso de anomalias 

observadas, o aumento de 20x foi utilizado para fotografar. 

Após captura de imagens por meio de microscópio óptico, foi realizada uma análise 

qualitativa e quantitativa das fotografias obtidas para relatar anomalias morfológicas nos 

tecidos, como surgimento de tumores, necroses, hemorragias, e outras possíveis alterações 

estruturais.  
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3.8. Ensaios de Radioligação Funcional 

Para investigação do possível alvo farmacológico do peptídeo, foram realizados ensaios 

de ligação em receptor para se avaliar a interação fármaco/neurotransmissor e receptor. 

3.8.1. Sujeitos Experimentais. 

Foram utilizados camundongos fêmeas saudáveis, entre 21 e 30 dias de idade, da 

linhagem swiss (Mus musculus) pesando entre 20-30g. Foram utilizados apenas camundongos 

fêmeas em decorrência da disponibilidade do biotério na época em que os experimentos foram 

realizados. Os animais foram adquiridos do Biotério do Instituto de Ciências Biológicas da 

Universidade de Brasília, acondicionados em caixas de polipropileno (41 x 34 x 16 cm – 

comprimento x largura x altura), mantidos em estufas com ciclo claro/escuro de 12/12 horas, 

temperatura (22°C) e umidade (55%) controladas. Durante todo o período de experimento 

foram oferecidas água e ração específica para camundongos ad libitum. 

O manuseio dos animais experimentais procedeu em acordo com a Lei no 11.794/2008 

(Lei Arouca), que regulamenta o uso de animais em pesquisa. Além disso, os princípios éticos 

do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) foram 

rigorosamente seguidos. O projeto foi submetido à Comissão de Ética no Uso Animal 

(CEUA/IB) da Universidade de Brasília – UnB e deferido, protocolo nº 23106.125197/2021-

49. 

3.8.2. Preparo dos sinaptossomas 

Para avaliar a expressão diferenciada de receptores foi seguido o protocolo desenvolvido 

no Laboratório de Neurofarmacologia da Universidade de Brasília, baseado em Emanuelli, T. 

et al (1998) e descrito em Campos, G., (2020) e Janowsky (2022) (Campos, 2020; Emanuelli et 

al., 1998; Janowsky et al., 1998). 

No dia do experimento foi realizada a eutanásia dos animais por deslocamento cervical 

para retirada do encéfalo e extração dos córtex cerebrais. Os córtex foram transferidos para 

tubos de vidro borosilicato com 20 mL totais de solução de homogeneização (sacarose 0,32 M 

em tampão Trizma 5 mM e pH 7,4). Os córtex cerebrais foram homogeneizados a 900 rpm em 

homogeneizador próprio para tecidos (NT 136, Novatécnica, Brasil) com pistão de Teflon 

acoplado, realizando-se aproximadamente 20 movimentos de subida e descida. 
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Em seguida, a solução homogeneizada foi transferida para tubos de policarbonato de 50 

mL, os quais foram submetidos a centrifugação por 10 minutos a 1000 xg em rotor de ângulo 

fixo (JA-30.50 Ti, Beckman Coulter, EUA), refrigerada a 4 °C (Avanti J-26S XPI, Beckman 

Coulter, EUA). Ao final desta etapa de centrifugação, o pellet foi retirado e o sobrenadante 

transferido para novos tubos para realização de um segundo ciclo de centrifugação a 1000 xg 

por 10 minutos. 

Após o segundo ciclo de centrifugação, os sobrenadantes foram unidos em novos tubos 

e submetidos a 20 minutos de centrifugação a 15000 xg. Depois desse ciclo, o sobrenadante foi 

descartado e o pellet mantido e homogeneizado em 10 mL totais de solução de sacarose 0,32 

M. Essa solução foi adicionada a um tubo contendo um gradiente descontínuo de sacarose, com 

camada inferior contendo 10 mL de sacarose a 1,2 M e camada superior contendo 10 mL de 

sacarose a 0,8 M, sendo os 5 mL de pellet (de cada tubo) adicionados acima desta camada. Ao 

final, os tubos com o gradiente foram centrifugados a 55000 xg durante 3 horas. 

Ao fim desta etapa de centrifugação, os componentes encontraram-se separados de 

acordo com a densidade, estando os sinaptossomas presentes dentre as fases de 0,8 M e 1,2 M. 

Os sinaptossomas foram cuidadosamente retirados e transferidos para novos tubos, em seguida 

diluídos com 10 mL de solução de homogeneização e centrifugados a 20000 xg por 20 minutos.  

Em sequência, o sobrenadante desta última centrifugação foi descartado e o pellet 

homogeneizado em 8 mL de solução de sacarose 0,32 M, sendo armazenado a -80 °C até a data 

do experimento. 

3.8.3. Quantificação de Proteínas 

Para avaliar a quantidade de proteína presente nas amostras de sinaptossomas, foi 

utilizado o método colorimétrico de quantificação de proteínas utilizando-se albumina sérica 

bovina (ASB) (Thermo Fisher Scientific) para a curva de calibração, seguindo o protocolo do 

kit (Pierce™ BCA Protein Assay Kit). 

Para a curva de calibração, foram pipetados diferentes volumes da solução estoque de 

ASB em placa de 96 poços, de forma que a concentração final de ASB em cada poço (A até I) 

fosse de 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 125, 25 e 0 μg/mL, respectivamente. Todos os poços 

tiveram seu volume final completado para 400 μL com água deionizada. Além disso, para as 
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amostras de sinaptossomas foi utilizado como controle tubos com 25 e 10 μL de solução de 

homogeneização. 

Foi adicionado a cada poço 200 μL da solução A e 10 μL da solução B em cada poço, 

em seguida a placa foi coberta com papel alumínio e incubada em estufa a 60 °C por 30 minutos. 

Após esse período, a absorbância de cada amostra a 452 nm foi medida em espectrômetro 

(Flexstation, Molecular Devices, EUA). Os resultados obtidos da curva de calibração foram 

submetidos a regressão linear e a concentração das amostras de sinaptossomas foi extrapolada 

a partir da reta gerada. 

3.8.4. Ensaio de Competição com os radioligantes GABA e Glutamato 

Os ensaios de competição ocorreram baseados no protocolo definido por Campos, 2020. 

Esses tiveram como objetivo avaliar se o peptídeo Occidentalina-1202 era capaz de competir 

com os neurotransmissores GABA e Glutamato, por meio da diminuição da formação do 

complexo neurotransmissor-receptor na presença de diferentes concentrações do peptídeo (10 

µM a 100 pM).  

Para esse ensaio, os neurotransmissores utilizados estavam marcados radioativamente 

com o isótopo de hidrogênio trício (3H), sendo eles: 3H-GABA e 3H-Glutamato, ambos 

adquiridos da empresa PerkinElmer, EUA. Os sinaptossomas, previamente preparados, foram 

descongelados e centrifugados a 22000 xg por 5 minutos. Logo após, os sobrenadantes foram 

descartados, os precipitados foram homogeneizados em 1 mL de tampão Trizma 50 mM e 

incubados por 30 minutos a 37°C com o objetivo de realizar a ruptura dos sinaptossomas para 

liberação de vesículas sinápticas. Após a incubação, as amostras foram lavadas 3 vezes em 

sucessivas centrifugações por 5 minutos a 22000 xg e no fim ocorreu a ressuspensão das 

amostras com os respectivos tampões. 

Para realização do ensaio, 40 μL das amostras contendo os sinaptossomas foram 

pipetadas em microtubos de 1,5 mL contendo diferentes concentrações do peptídeo. Além 

disso, também foram realizados dois controles, o controle demonstrando a ligação máxima 

(com sinaptossomas, tampão e ligante radioativo) e o de ligação mínima (sinaptossomas, 

competidor não radioativo e ligante radioativo).  

As amostras foram incubadas a 37ºC por 30 minutos (com exceção do controle Frio do 

glutamato, incubado a 0ºC). Ao fim do período de incubação, os microtubos foram 
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centrifugados por 5 minutos a 22000 x g a 4 °C. O sobrenadante desta centrifugação foi 

descartado e o precipitado (contendo sinaptossomas e ligantes radioativos) lavado duas vezes 

com água destilada gelada. Em seguida, o precipitado foi solubilizado em 200 μL de líquido de 

cintilação (MicroScintO, PerkinElmer, EUA). A solução resultante foi incubada a temperatura 

ambiente por 24 horas, sendo posteriormente transferida para placa de microtitulação branca de 

96 poços e analisada em leitor de cintilação e luminescência TopCount (PerkinElmer, EUA) 

por um minuto. 

Os resultados, expressos em contagens por minuto (CPM), foram subtraídos das 

contagens obtidas do controle de ligação mínima alcançado no ensaio e, posteriormente, 

convertidos em porcentagem relativa ao valor de ligação máxima, resultando em valores 

possíveis de comparação. 

3.9. Análise estatística 

As análises estatísticas foram realizadas com o software GraphPad Prism® versão 8.4.2 

(San Diego, EUA). Em ensaios com mais de duas variáveis, para distribuições normais de 

variância semelhante (avaliado com o teste de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk) 

considerando-se p<0,05 e p<0,001, foi utilizada a análise de variância (ANOVA) de duas vias. 

Em testes com apenas uma variável, para distribuições normais de variância semelhante 

(avaliado com o teste de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk) considerando-se p<0,05 e 

p<0,001, foi utilizada ANOVA de uma via ou teste T. Os resultados significativos apontados 

na ANOVA foram seguidos de pós-teste de Tukey. Para os resultados do hemograma foi 

realizada comparação com dados da literatura. Os resultados de captação foram submetidos ao 

teste ANOVA e foram considerados valores estatisticamente significantes com p < 0,05. 

4. Resultados 

 

4.1. Massa dos Animais  

4.1.1. Ganho de massa dos animais 

 Em relação às alterações no ganho de massa corporal, os animais não apresentaram 

diferenças de ganho de massa corporal entre os tratamentos em ambos os modelos testados 

(agudo e crônico). Os dados das massas dos animais foram submetidos ao teste ANOVA de 

duas vias, não apresentando diferenças significativas nem no PADU, em machos (interação de 

tratamento e tempo [F52, 455 = 1,217; p>0.05], tratamento [F4, 35 = 2,017; p>0.05]) (Figura 4 A) 
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e fêmeas (interação de tratamento e tempo [F52, 455 = 0,6148; p>0.05], tratamento [F4, 35 = 

0,7313; p>0.05]) (Figura 4 B); nem no PADR em machos (interação de tratamento e tempo 

[F112, 952 = 0,6528], tratamento [F4, 34 = 0,3156; p>0.05]) (Figura 5 A) e fêmeas (interação de 

tratamento e tempo [F112, 952 = 0,7987; p>0.05], tratamento [F4, 35 = 0,3226; p>0.05]) (Figura 5 

B).  

Ainda, no que diz respeito ao fator tempo, houve diferença significativa, os animais 

ganharam peso independente do tratamento, tanto nos machos (F3,931, 137,6 = 39,16; p<0.0001) e 

fêmeas (F1,897, 66,41 = 4,444; p<0.0001) do PADU (Figuras 6 A e B, respectivamente), quanto 

nos machos (F4,013, 136,4 = 44,56; p<0.0001) e fêmeas (F4,956, 168,5 = 19,26; p<0.0001) do PADR 

(Figuras 7 A e B, respectivamente), conforme detalhado no próximo item. 

 

 

Figura 4. Avaliação do ganho de massa corporal dos animais durante o PADU. (A) Machos. (B) Fêmeas. Análise 

estatística ANOVA de duas vias. Não houve diferenças significativas entre os grupos (p>0.05). n=8 para todos os 

grupos. 
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Figura 5. Avaliação do ganho de massa corporal dos animais durante o PADR. (A) Machos. (B) Fêmeas. Análise 

estatística ANOVA de duas vias. Não houve diferenças significativas entre os grupos (p>0.05). n=8 para todos os 

grupos. 

 

4.1.2. Massa corporal dos animais ao longo das semanas 

 No que diz respeito ao ganho de massa dos animais ao longo do período de observação 

nos modelos agudo e crônico, houve diferença significativa como evidenciado pelo teste 

ANOVA de duas vias, no PADU e no PADR, descrito na sessão anterior. Desta forma, os dados 

da massa corporal de cada grupo foram submetidos ao teste T no PADU (Figura 6 A e B, 

machos e fêmeas, respectivamente) e à ANOVA de duas vias no PADR (Figura 7 A e B, machos 

e fêmeas, respectivamente), seguido de pós-teste de Tukey. Os resultados indicaram que houve 

ganho significativo de massa ao longo das semanas, tanto no PADU (Semana 1 e Semana 2), 

quanto no PADR (Semanas 1 a 4).  

No PADU, os machos apresentaram diferenças significativas entre as semanas nos 

grupos Veículo (t=32,50, df=1), DZP (t=47,48, df=1), Occ-1202 4 mg/kg (t=47,75, df=1), Occ-

1202 20 mg/kg (t=36,62, df=1) e Occ-1202 40 mg/kg (t=25,46, df=1) (Figura 6 A). Nas fêmeas, 

as diferenças observadas entre as semanas foram: Veículo (t=108,6, df=1), DZP (t=72,65, 
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df=1), Occ-1202 4 mg/kg (t=63,22, df=1), Occ-1202 20 mg/kg (t=41,91, df=1) e Occ-1202 40 

mg/kg (t=99,90, df=1) (Figura 6 B).  

Nos machos e nas fêmeas do PADR, no que diz respeito ao fator tempo, houve diferença 

entre as semanas (F1,247, 43,64 = 50,31; p<0.0001) e (F1,328, 45,14 = 30,76; p<0.0001), 

respectivamente (Figura 7 A e B, machos e fêmeas, respectivamente).  

 

 

Figura 6. Avaliação do ganho de massa corporal dos tratamentos entre as semanas 1 (S1) e 2 (S2) do PADU em 

(A) Machos e (B) Fêmeas. Análise estatística teste T. (*) Diferença significativa dentro do mesmo grupo. 

Diferenças significativas: (A) * Veículo = P<0.05, * DZP = P<0.05, * Occ-1202 4 mg/kg = p<0.05, * Occ-1202 

20 mg/kg = p<0.05, * Occ-1202 40 mg/kg = P>0.05. (B) ** Veículo = P<0.01, ** DZP = P<0.01, * Occ-1202 4 

mg/kg = P<0.05, * Occ-1202 20 mg/kg = P<0.05, ** Occ-1202 40 mg/kg = P<0,01. n=8 para todos os grupos. 
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Figura 7. Avaliação do ganho de massa corporal dos tratamentos entre as semanas 1 a 4 (S1, S2, S3 e S4) do 

PADR em (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise estatística ANOVA de duas vias seguida de pós teste de Tukey. (*) 

Diferença significativa dentro do mesmo grupo (p<0.05). (**) Diferença significativa dentro do mesmo grupo 

(p<0.01). (***) Diferença significativa dentro do mesmo grupo (p<0.001). n=8 para todos os grupos.  

 

4.2. Análise dos comportamentos gerais espontâneos no teste de Campo aberto 

(Open Field) 

 Os animais foram submetidos ao ensaio comportamental para a avaliação dos 

comportamentos gerais espontâneos no Campo aberto - Open Field tanto nos modelos agudo e 

crônico. No PADU, o teste foi realizado apenas no primeiro dia, 30 min após a administração 

dos tratamentos. No PADR, o teste foi realizado nos dias 1, 14 e 28. Durante o teste, os seguintes 

parâmetros foram avaliados: deslocamento total, período imóvel, autolimpeza, elevação e 

exploração. Ainda, no PADR os dados foram comparados tanto entre os diferentes tratamentos, 

em cada Open Field, quanto entre os 3 Open Fields dentro do mesmo grupo. 

4.2.1. Deslocamento total 

Em relação ao deslocamento, não houve alterações no tempo total entre os grupos 

tratados no PADU. Sendo assim, os dados de deslocamento total no PADU foram submetidos 

ao teste ANOVA de uma via, no qual não foram observadas diferenças significativas entre os 
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grupos tratados, tanto nos machos (F4, 35 = 1,039; p>0.05) quanto nas fêmeas (F4, 35 = 0,5841; 

p>0.05) (Figuras 8 A e B, respectivamente). 

No PADR, não houve diferenças significativas no deslocamento total entre os grupos 

ao longo dos testes no Campo aberto (Figura 9 A e B, respectivamente). Os dados do 

deslocamento total foram submetidos à ANOVA de duas vias, seguido de pós-teste de Tukey, 

não havendo diferenças significativas tanto nos machos (interação tratamento e open field [F8, 

70 = 0,9941; p>0.05], tratamento [F4, 35 = 3,500; p>0.05]) quanto nas fêmeas (interação 

tratamento e open field (F8, 68 = 1,884; p>0.05], tratamento [F4, 34 = 0,69630; p>0.05]).  

Dentro do mesmo grupo, houve diminuição no deslocamento total ao longo dos 3 Open 

Field’s, nos machos, nos grupos Occ-1202 4 mg/kg (entre os desafios 1 e 2) e Occ-1202 20 

mg/kg (entre os desafios 1 e 2, e 1 e 3) (tempo [F1,735, 60,73 = 18,42; p<0.0001]) e nas fêmeas 

(tempo [F1,964, 66,78 = 5,866; p<0.01]) (Figura 10 A e B, respectivamente). 

 

Figura 8. Comparação do deslocamento total, em metros, dos animais no teste de campo aberto no PADU em (A) 

Machos e (B) Fêmeas. Análise estatística ANOVA de uma via. Não houve diferenças significativas (p>0.05). n=8 

para todos os grupos. 
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Figura 9. Comparação do deslocamento total, em metros, entre os grupos nos testes de campo aberto (Open Field) 

no PADR em (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise estatística ANOVA de duas vias. Não houve diferenças 

significativas (p>0.05). n=8 para todos os grupos. 
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Figura 10. Comparação do deslocamento total, em metros, dentro no mesmo grupo nos testes de Campo aberto 

no PADR em (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise estatística ANOVA de duas vias seguido de pós-teste de Tukey. 

(*) Diferenças significativas dentro do mesmo grupo. Diferenças significativas: (A) *** Occ-1202 4 mg/kg entre 

os Open Fields 1 e 2 = p<0.001, * Occ-1202 20 mg/kg entre os Open Fields 1 e 2, e 1 e 3 = p<0.01. (B) * Occ-

1202 4 mg/kg entre os Open Fields 1 e 2 = p<0.05. n=8 para todos os grupos. 

 

 

4.2.2. Período Imóvel 

Em relação à imobilidade, apenas o grupo DZP permaneceu mais tempo imóvel no 

PADU. Os dados do período imóvel dos animais no PADU foram submetidos ao teste ANOVA 

de uma via seguido por pós-teste de Tukey para os machos (F4, 35 = 3,541; p<0.05) e fêmeas (F 

4, 35 = 9,416; p<0.0001). Nos machos, foram observadas diferenças significativas no grupo 

tratado com a menor dose de Occ-1202 (4 mg/kg) quando comparado ao Diazepam (4 mg/kg) 

(p<0.05) (Figura 11 A). Nas fêmeas, esta diferença ocorreu em todos os grupos, também em 

relação ao grupo Diazepam (4 mg/kg), sendo p<0.01 em todos os grupos, exceto o grupo tratado 

com a maior dose do peptídeo (40 mg/kg) (p<0.05) (Figura 11 B). 

 No PADR, houve diferenças significativas no período imóvel entre os grupos tratados 

ao longo dos dias de desafio no Campo aberto nos machos em relação ao grupo DZP e todos os 

outros grupos de tratamento. Em relação às fêmeas, o grupo DZP teve uma redução de 

imobilidade em relação a todos os grupos apenas no primeiro dia de desafio no Open field 

(OF1). Os dados do período imóvel dos animais ao longo dos dias de desafio no PADR foram 

submetidos ao teste ANOVA de duas vias seguido por pós-teste de Tukey, tanto para os machos 

(interação do tratamento e dias de desafio [F8, 70 = 1,243; p>0.05], tratamento [F4, 35 = 24,89; 

p<0.0001]) quanto para as fêmeas (interação do tratamento e dias de desafio [F8, 68 = 3,464; 

p<0.05], tratamento [F4, 34 = 0,6963; p<0.01]) (Figura 12 A e B, respectivamente).  

 Ainda no PADR, houve diferença ao longo dos dias de desafio no Campo aberto para 

machos com aumento da imobilidade nas doses de 4 (entre os desafios 1 e 2) e 40 mg/Kg (entre 

os desafios 2 e 3) e para fêmeas com redução de imobilidade no grupo DZP (entre os desafios 

1 e 3) e aumento na dose de 40 mg/Kg (entre os desafios 2 e 3). Os dados da comparação do 

período imóvel dentro de um mesmo grupo ao longo dos dias de desafio no Campo aberto foram 

submetidos ao teste ANOVA de duas vias, seguido de pós-teste de Tukey nos machos (tempo 

[F1,772, 62,01 = 4,422; p<0.05]) e nas fêmeas (tempo [F1,809, 61,52 = 3,473; p<0.05]) (Figura 13 A e 

B, respectivamente).  
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Figura 11. Análise do período imóvel total dos animais em teste de campo aberto (Open Field) no PADU em (A) 

Machos e (B) Fêmeas. Análise estatística ANOVA de uma via seguido de pós-teste de Tukey. (*) Diferença 

significativa em relação ao DZP. Diferenças significativas em relação ao DZP: (A) * Veículo = p<0.05 (P=0.0252). 

(B) *** Veículo = p<0.01, *** Occ-1202 4 mg/kg = p<0.01, *** Occ-1202 20 mg/kg = p<0.01, * Occ-1202 40 

mg/kg = p<0.05. n=8 para todos os grupos. 
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Figura 12. Comparação do período imóvel total dos animais entre os grupos em teste de campo aberto (Open 

Field) no PADR em (A) Machos e (B) Fêmeas. (*) Diferença significativa em relação ao DZP. Diferenças 

significativas: (A) Open Field 1: *** Veículo = p<0.001, *** Occ-1202 4 mg/kg = P<0.001, *** Occ-1202 20 

mg/kg = p<0.001, ** Occ-1202 40 mg/kg = p<0.01. Open Field 2: ** Veículo = p<0.01, ** Occ-1202 4 mg/kg = 

p<0.01, ** Occ-1202 20 mg/kg = p<0.01, *** Occ-1202 40 mg/kg = p<0.001. Open Field 3: * Veículo = p<0.05, 

* Occ-1202 4 mg/kg = P<0.05, * Occ-1202 20 mg/kg = p<0.05, * Occ-1202 40 mg/kg = p<0.05. (B) Open Field 

1: * Veículo = p<0.05, * Occ-1202 4 mg/kg = p<0.05, * Occ-1202 20 mg/kg = p<0.05, * Occ-1202 40 mg/kg = 

p<0.05. n=8 para todos os grupos. 

 

Figura 13.  Comparação do período imóvel dentro no mesmo grupo nos testes de campo aberto (Open Field) no 

PADR em (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise estatística ANOVA de duas vias seguido de pós-teste de Tukey. (*) 

Diferenças significativas dentro do mesmo grupo. Diferenças significativas: (A) * Occ-1202 4 mg/kg entre os 

Open Fields 1 e 2 = p<0.05, * Occ-1202 40 mg/kg entre os Open Fields 2 e 3 = p<0.05. (B) ** DZP entre os Open 

Fields 1 e 3 = p<0.01, * Occ-1202 40 mg/kg entre os Open Fields 2 e 3 = p<0.05. n=8 para todos os grupos. 

 

 

4.2.3. Autolimpeza 

Não foram observadas diferenças significativas no tempo de autolimpeza entre os 

grupos, tanto nos machos, quanto nas fêmeas, no PADU. Os dados do tempo de autolimpeza 
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dos animais no PADU foram submetidos ao teste ANOVA de uma via nos machos (F4, 35 = 

0,6126; p>0.05) e nas fêmeas (F4, 35 = 0,7726; p>0.05) (Figura 14 A e B, respectivamente).  

No PADR, no que diz respeito à comparação da autolimpeza entre os grupos, não houve 

diferenças significativas em ambos os sexos. Os dados foram submetidos ao teste ANOVA de 

duas vias, seguido do pós-teste de Tukey nos machos (tratamento e open field [F8, 70 = 0,8343; 

p>0.05], tratamento [F4, 35 = 2,170; p>0.05]) e nas fêmeas (tratamento e open field [F8, 68 = 

0,5470; p>0.05], tratamento [F4, 34 = 2,033; p>0.05]) (Figura 15 A e B, respectivamente).  

Ainda, com relação à comparação da autolimpeza dentro de um mesmo grupo ao longo 

dos OFs, houve diferenças significativas nos machos (tempo [F1,890, 66,15 = 13,89; p<0.0001]) e 

nas fêmeas (tempo [F1,907, 64,85 = 14,24; p<0.0001]) (Figura 16 A e B, respectivamente). Nos 

machos, observou-se um aumento de tempo de autolimpeza no grupo veículo e na menor dose, 

ambos entre os desafios 1 e 2 de Campo Aberto. Nas fêmeas, a dose maior apresentou um 

aumento de autolimpeza no segundo dia de desafio e uma redução no terceiro dia de desafio do 

Campo aberto quando comparado ao segundo.  

Figura 14. Análise do tempo de autolimpeza dos animais em teste de campo aberto (Open Field) no PADU em 

(A) Machos e (B) Fêmeas. Análise estatística ANOVA de uma via. Não houve diferenças significativas (p>0.05). 

n=8 para todos os grupos. 
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Figura 15. Comparação do tempo de autolimpeza entre os grupos nos testes de campo aberto (Open Field) no 

PADR em (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise estatística ANOVA de duas vias. Não houve diferenças significativas 

(p>0.05). n=8 para todos os grupos. 
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Figura 16. Comparação do tempo de autolimpeza dentro no mesmo grupo nos testes de campo aberto (Open Field) 

no PADR em (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise estatística ANOVA de duas vias seguido de pós-teste de Tukey. 

(*) Diferenças significativas dentro do mesmo grupo. Diferenças significativas: (A) * Veículo entre os Open Fields 

1 e 2 = p<0.05, * Occ-1202 4 mg/kg entre os Open Fields 1 e 2 = p<0.005. (B) * Occ-1202 40 mg/kg entre os 

Open Fields 1 e 2, e 2 e 3 = p<0.05. n=8 para todos os grupos. 

 

4.2.4. Elevação 

No PADU, houve diferença no tempo de elevação entre os grupos de tratamento e o 

grupo DZP. Os dados foram submetidos ao teste ANOVA de uma via seguido do pós-teste de 

Tukey nos machos (F4, 35 = 4,083; p<0.01) e nas fêmeas (F4, 35 = 2,877; p<0.05) (Figura 17 A e 

B, respectivamente). Em machos, o grupo DZP teve uma redução da elevação em relação aos 

grupos veículo, e as doses de 4 e 20 mg/Kg. Em fêmeas, o grupo DZP teve uma redução de 

elevação em relação ao grupo veículo. 

Houve diferença entre o tempo de elevação dos animais no PADR entre os tratamentos 

e o grupo DZP. Os dados foram submetidos à ANOVA de duas vias, seguido de pós-teste de 

Tukey, nos machos (interação tratamento e open field [F8, 70 = 1,640; p>0.05)], tratamento [F4, 

35 = 6,569; p<0.001]) e nas fêmeas (interação tratamento e open field [F8, 68 = 1,122; p>0.05], 

tratamento [F4, 34 = 2,999; p<0.05]) (Figura 18 A e B, respectivamente). Nos machos, o grupo 

DZP teve uma redução de elevação em relação as doses de 4, 20 mg/Kg no OF1, no OF2, a 

redução foi significativa nas 3 doses do tratamento e no OF 3, a redução foi em relação a maior 

dose. Em fêmeas, o grupo DZP mostrou menos tempo de elevação em relação a dose de 20 

mg/Kg no OF1. 

Com relação à comparação da elevação dentro do mesmo grupo ao longo dos Open 

Fields, não foram observadas diferenças. Os dados da elevação foram submetidos ao teste 

ANOVA de duas vias para os machos (tempo [F1,890, 66,17 = 5,542; p<0.01]) e para as fêmeas 

(tempo [F1,957, 66,53 = 2,631; p>0.05]) (Figura 19 A e B, respectivamente).  
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Figura 17. Análise do tempo de elevação dos animais em teste de campo aberto (Open Field) no PADU em (A) 

Machos e (B) Fêmeas. Análise estatística ANOVA de uma via seguida de pós teste de Tukey. (*) Diferença 

significativa em relação ao DZP. Diferenças significativas: (A) * Veículo = p<0.05, * Occ-1202 4 mg/kg = p<0.05, 

** Occ-1202 20 mg/kg = p<0.01. (B) * Veículo = p<0.05. n=8 para todos os grupos. 
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Figura 18. Comparação da elevação entre os grupos em teste de campo aberto (Open Field) no PADR em (A) 

Machos e (B) Fêmeas. (*) Diferença significativa em relação ao DZP. Diferenças significativas: (A) Open Field 1: 

* Occ-1202 4 mg/kg = P<0.05, * Occ-1202 20 mg/kg = p<0.05, * Occ-1202 40 mg/kg = p<0.05. Open Field 2: 

*** Occ-1202 4 mg/kg = p<0.001, * Occ-1202 20 mg/kg = p<0.05, * Occ-1202 40 mg/kg = p<0.05. Open Field 

3: * Occ-1202 40 mg/kg = p<0.05. (B) Open Field 1: * Occ-1202 4 mg/kg = P<0.05. n=8 para todos os grupos. 

 

 

Figura 19. Comparação da elevação dentro no mesmo grupo nos testes de campo aberto (Open Field) no PADR 

em (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise estatística ANOVA de duas vias seguido de pós-teste de Tukey. Não houve 

diferenças significativas (p>0.05). n=8 para todos os grupos. 

 

4.2.5. Exploração 

Houve diferença no tempo de exploração dos animais no PADU para o grupo DZP, que 

teve uma redução em relação a todos os outros grupos de tratamento em machos e fêmeas em 

relação as 3 doses de tratamento com Occ-1202. Os dados do tempo de exploração foram 

submetidos ao teste ANOVA de uma via seguido do pós-teste de Tukey nos machos (F4, 27 = 

9,465; p<0.0001) e nas fêmeas (F4, 24 = 7,517; p<0.01) (Figura 20 A e B, respectivamente). 
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No PADR, houve diferença no tempo de exploração dos animais entre os tratamentos. 

O grupo DZP teve uma redução de exploração em todos os dias de desafio do OF e em relação 

a todas as doses do peptídeo em machos. Em fêmeas, o grupo DZP apresentou uma redução de 

exploração no OF1 com todos os outros grupos de tratamento, e no OF2 com os grupos de 

tratamento nas doses de 4 e 20 mg/Kg e no OF3 com veiculo e a menor dose do peptídeo. Os 

dados do tempo de exploração foram submetidos à ANOVA de duas vias, seguido de pós-teste 

de Tukey, tanto nos machos (interação tratamento e open field [F8, 84 = 2,414; p<0.05], 

tratamento [F2,352, 49,40 = 14,64; p<0.0001]), quanto nas fêmeas (interação tratamento e open 

field [F8, 68 = 1,752; p>0.05], tratamento [F4, 34 = 6,768; p<0.001]), sendo constatado diferenças 

entre os tratamentos em ambos os sexos, e no fator tratamento ao longo dos Open Fields nos 

machos (Figura 21 A e B, respectivamente).  

Por fim, houve diferença no tempo de exploração dentro do mesmo grupo ao longo dos 

Open Fields no PADR para as fêmeas. Nas fêmeas, nas doses de 4 mg/Kg e 40 mg/Kg, houve 

uma redução da exploração no OF1 e OF3 entre essas duas doses. Os dados foram submetidos 

ao teste ANOVA de duas vias, não sendo constatadas diferenças nos machos (tempo [F2, 21 = 

1,683; p>0.05]) e nas fêmeas (tempo [F1,783, 60,62 = 8,588; p<0.01]) (Figura 22 A e B, 

respectivamente). 

 

 

Figura 20. Análise do tempo de exploração dos animais em teste de campo aberto (Open Field) no PADU em (A) 

Machos e (B) Fêmeas. Análise estatística ANOVA de uma via seguida de pós teste de Tukey. (*) Diferença 

significativa em relação ao DZP. Diferenças significativas: (A) * Veículo = P<0.05, *** Occ-1202 4 mg/kg = 
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p<0.001, *** Occ-1202 20 mg/kg = p<0.001, ** Occ-1202 40 mg/kg = p<0.01. (B). *** Occ-1202 4 mg/kg = 

p<0.001, ** Occ-1202 20 mg/kg = p<0.001, ** Occ-1202 40 mg/kg = p<0.01. n=8 para todos os grupos. 

 

Figura 21. Comparação da exploração entre os grupos em teste de campo aberto (Open Field) no PADR em (A) 

Machos e (B) Fêmeas. (*) Diferença significativa em relação ao DZP. Diferenças significativas: (A) Open Field 1: 

* Occ-1202 4 mg/kg = P<0.05, *** Occ-1202 20 mg/kg = p<0.001, *** Occ-1202 40 mg/kg = p<0.001. Open 

Field 2: * Veículo = p<0.05, * Occ-1202 4 mg/kg = p<0.05, ** Occ-1202 20 mg/kg = p<0.01, ** Occ-1202 40 

mg/kg = p<0.01. Open Field 3: * Veículo = p<0.05, * Occ-1202 4 mg/kg = p<0.05, ** Occ-1202 20 mg/kg = 

p<0.01, ** Occ-1202 40 mg/kg = p<0.01. (B) Open Field 1: ** Veículo = p<0.01, ** Occ-1202 4 mg/kg = P<0.01, 

* Occ-1202 20 mg/kg = p<0.05, * Occ-1202 40 mg/kg = p<0.05. Open Field 2: ** Occ-1202 20 mg/kg = p<0.01, 

* Occ-1202 40 mg/kg = p<0.05. Open Field 3: * Veículo = p<0.05, * Occ-1202 4 mg/kg = p<0.05, ** Occ-1202 

20 mg/kg = p<0.01. n=8 para todos os grupos. 
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Figura 22. Comparação da exploração dentro do mesmo grupo nos testes de campo aberto (Open Field) no PADR 

em (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise estatística ANOVA de duas vias seguido de pós-teste de Tukey. (*) 

Diferenças significativas dentro do mesmo grupo. Diferenças significativas: (A) ** Occ-1202 4 mg/kg entre os 

Open Fields 1 e 2 = p<0.01. (B) * Occ-1202 4 mg/kg entre os Open Fields 1 e 3 = p<0.05, * Occ-1202 40 mg/kg 

entre os Open Fields 1 e 3 = p<0.05. n=8 para todos os grupos. 

 

4.3. Massa e Volume dos Órgãos  

 

4.3.1. Massa dos órgãos 

4.3.1.1. Cérebros 

Com relação a massa dos cérebros dos animais, não foram observadas diferenças entre 

os grupos em ambos os modelos. Os dados sobre a massa (g) dos cérebros dos animais foram 

submetidos ao teste ANOVA de uma via em machos (F4, 35 = 0,3549; p>0.05) e fêmeas (F4, 35 

= 0,2610; p>0.05) do PADU (Figura 23), e em machos (F4, 35 = 1,249; p>0.05) e fêmeas (F4, 34 

= 1,602; p>0.05) do PADR (Figura 24 A e B, respectivamente).  
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Figura 23. Análise da massa dos cérebros no PADU em (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise estatística ANOVA de 

uma via. Não houve diferenças significativas entre os grupos (p>0.05). n=6 para todos os grupos. 

Figura 24. Análise da massa dos cérebros no PADR em (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise estatística ANOVA de 

uma via. Não houve diferenças significativas entre os grupos (p>0.05). n=8 para todos os grupos. 

 

 

4.3.1.2. Fígados 

Quanto à massa dos fígados dos animais, não houve diferenças entre os grupos em 

ambos os modelos. Os dados sobre as massas (g) dos fígados dos animais foram submetidos ao 
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teste ANOVA de uma via em machos (F4, 35 = 1,378; p>0.05) e fêmeas (F4, 35 = 0,3335; p>0.05) 

do PADU (Figura 23 A e B, respectivamente), e em machos (F4, 35 = 0,8734; p>0.05) e fêmeas 

(F4, 34 = 0,7987; p>0.05) do PADR (Figura 25 A e B, respectivamente).  

 

Figura 25. Análise da massa dos fígados no PADU em (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise estatística ANOVA de 

uma via. Não houve diferenças significativas entre os grupos (p>0.05). n=8 para todos os grupos. 

 

Figura 26. Análise da massa dos fígados no PADR em (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise estatística ANOVA de 

uma via. Não houve diferenças significativas entre os grupos (p>0.05). n=8 para todos os grupos. 
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4.3.1.3. Pulmões 

Não houve diferenças entre os grupos no que diz respeito à massa dos pulmões, em 

ambos os modelos. Os dados sobre a massa dos pulmões foram submetidos ao teste ANOVA 

de uma via, em machos (F4, 35 = 0,3360; p>0.05) e fêmeas (F4, 35 = 0,3442; p>0.05) do PADU 

(Figura 27 A e B, respectivamente), e em machos (F4, 35 = 1,233; p>0.05) e fêmeas (F4, 34 = 

0,1437; p>0.05) do PADR (Figura 28 A e B, respectivamente).  

Figura 27. Análise da massa dos pulmões no PADU em (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise estatística ANOVA de 

uma via. Não houve diferenças significativas entre os grupos (p>0.05). n=8 para todos os grupos. 
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Figura 28. Análise da massa dos pulmões no PADR em (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise estatística ANOVA de 

uma via. Não houve diferenças significativas entre os grupos (p>0.05). n=8 para todos os grupos. 

 

4.3.1.4. Rins 

Por fim, não foram observadas diferenças entre os grupos no que diz respeito à massa 

dos rins, em ambos os modelos. Os dados das massas dos rins foram submetidos ao teste 

ANOVA de uma via, em machos (F4, 35 = 2,113; p>0.05) e fêmeas (F4, 35 = 0,6774; p>0.05) do 

PADU (Figura 29 A e B, respectivamente), e em machos (F4, 35 = 0,6533; p>0.05) e fêmeas (F4, 

34 = 2,282; p>0.05) do PADR (Figura 30 A e B, respectivamente).  

Figura 29. Análise da massa dos rins no PADU em (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise estatística ANOVA de uma 

via. Não houve diferenças significativas entre os grupos (p>0.05). n=8 para todos os grupos. 
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Figura 30. Análise da massa dos rins no PADR em (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise estatística ANOVA de uma 

via. Não houve diferenças significativas entre os grupos (p>0.05). n=8 para todos os grupos. 

 

4.3.2. Volume dos órgãos 

4.3.2.1. Cérebros 

Quanto ao volume dos cérebros, não foram observadas diferenças significativas entre 

os grupos em ambos os modelos Os dados dos volumes dos cérebros foram submetidos à 

ANOVA de uma via no PADU, em machos (F4, 25 = 1,326; p>0.05) e fêmeas (F4, 24 = 1,264; 

p>0.05) (Figura 31 A e B, respectivamente) e no PADR, em machos (F4, 35 = 0,4214; p>0.05) 

e fêmeas (F4, 34 = 1,051; p>0.05) (Figura 32 A e B, respectivamente). 
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Figura 31. Análise do volume dos cérebros no PADU em (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise estatística ANOVA 

de uma via. Não houve diferenças significativas entre os grupos (p>0.05). n=6 para todos os grupos. 

 

Figura 32 Análise do volume dos cérebros no PADR em (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise estatística ANOVA 

de uma via. Não houve diferenças significativas entre os grupos (p>0.05). n=8 para todos os grupos. 

 

4.3.2.2. Fígados 

Quanto ao volume dos fígados, não foram observadas diferenças entre os tratamentos 

no PADU e no PADR (Figuras 33 A e B; Figura 34 A e B; machos e fêmeas, respectivamente). 

Os dados sobre os volumes dos fígados foram submetidos ao teste ANOVA de uma via no 

PADU, em machos (F4, 25 = 2,183; p>0.05) e fêmeas (F4, 24 = 0,5479; p>0.05), e no PADR, em 

machos (F4, 35 = 2,404; p>0.05) e fêmeas (F4, 34 = 1,325; p>0.05).  
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Figura 33. Análise do volume dos fígados no PADU em (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise estatística ANOVA de 

uma via. Não houve diferenças significativas entre os grupos (p>0.05). n=8 para todos os grupos. 

 

Figura 34. Análise do volume dos fígados no PADR em (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise estatística ANOVA de 

uma via. Não houve diferenças significativas entre os grupos (p>0.05). n=8 para todos os grupos. 

 

4.3.2.3. Pulmões 

No que diz respeito ao volume dos pulmões, foi observada diferença apenas nas fêmeas 

do PADU (dose de 4mg/kg) em relação ao grupo veículo. Os dados sobre os volumes dos 

fígados foram submetidos ao teste ANOVA de uma via no PADU, em machos (F4, 25 = 0,5627; 

p>0.05) e fêmeas (F4, 24 = 3,035; p<0.05), e no PADR, em machos (F4, 35 = 0,8161; p>0.05) e 
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fêmeas (F4, 34 = 0,3564; p>0.05). Foram observadas diferenças significativas apenas nas fêmeas 

do PADU (p<0.05) (Figuras 35 A e B; 36 A e B, macho e fêmea, respectivamente).  

Figura 35. Análise do volume dos pulmões no PADU em (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise estatística ANOVA 

de uma via. (#) Diferenças significativas em relação ao grupo veículo: (B) # Occ-1202 4 mg/kg = p<0.05. n=8 

para todos os grupos. 

 

 

Figura 36. Análise do volume dos pulmões no PADR em (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise estatística ANOVA 

de uma via. Não houve diferenças significativas entre os grupos (p>0.05). n=8 para todos os grupos. 
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4.3.2.4. Rins 

Por fim, no que diz respeito aos dados sobre o volume dos rins, houve diferença 

significativa nas fêmeas no PADR, com um aumento do volume do Rim no grupo DZP em 

relação ao grupo veículo. Os dados dos volumes dos rins foram submetidos ao teste ANOVA 

de uma via, seguido de pós-teste de Tukey, tanto no PADU, em machos (F4, 25 = 0,9087; p>0.05) 

e em fêmeas (F4, 24 = 0,3645; p>0.05) (Figura 37 A e B, respectivamente), quanto no PADR, 

em machos (F4, 35 = 0,2090; p>0.05) e em fêmeas (F4, 34 = 2,927; p<0.05) (Figura 38 A e B, 

respectivamente).  

Figura 37. Análise do volume dos rins no PADU em (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise estatística ANOVA de 

uma via. Não houve diferenças significativas entre os grupos (P>0.05). n=8 para todos os grupos. 
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Figura 38. Análise do volume dos rins no PADR em (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise estatística ANOVA de 

uma via seguida de pós-teste de Tukey. * Diferença significativa em relação ao DZP. Diferenças significativas: (B) 

* Veículo = p<0.05. n=8 para todos os grupos. 

 

4.4. Análise Bioquímica e Hematológica 

 

4.4.1. Análises Bioquímicas 

Foram realizadas análises bioquímicas nas amostras de sangue coletadas dos animais no 

PADR. Os parâmetros analisados foram ALT, AST, Uréia e Creatinina.  

 4.4.1.1. ALT 

 Não foram constatadas diferenças significativas nos níveis de ALT entre nos grupos, 

tanto nos machos quanto nas fêmeas. Os dados obtidos sobre os níveis de ALT foram 

submetidos à ANOVA de uma via para os machos (F4, 13 = 1,313; p>0.05) e para as fêmeas (F4, 

9 = 1,562; p>0.05) (Figura 39 A e B, respectivamente).  
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Figura 39. Avaliação dos níveis de ALT no PADR (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise estatística ANOVA de uma 

via. Não houve diferenças significativas (p>0.05). (A) n=4 para Veículo, DZP e Occ-1202 40 mg/kg; n=3 para 

Occ-1202 4 mg/kg e Occ-1202 20 mg/kg. (B) n=3 para todos os grupos, exceto veículo (n=2). 

 

4.4.1.2. AST 

 Quanto aos níveis de AST, não foram constatadas diferenças significativas entre nos 

grupos, tanto nos machos quanto nas fêmeas. Os dados obtidos sobre os níveis de ALT foram 

submetidos à ANOVA de uma via para os machos (F4, 13 = 1,458; p>0.05) e para as fêmeas (F4, 

9 = 0,5486; p>0.05) (Figura 40 A e B, respectivamente). 
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Figura 40. Avaliação dos níveis de AST no PADR (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise estatística ANOVA de uma 

via. Não houve diferenças significativas (P>0.05). (A) n=4 para Veículo, DZP e Occ-1202 40 mg/kg; n=3 para 

Occ-1202 4 mg/kg e Occ-1202 20 mg/kg. (B) n=3 para todos os grupos, exceto veículo (n=2). 

 

4.4.1.3. Ureia 

 No que diz respeito aos níveis de Ureia, não foram constatadas diferenças entre os 

grupos. Os dados foram submetidos à ANOVA de uma via nos machos (F4, 13 = 0,6515; p>0.05) 

e nas fêmeas (F4, 9 = 0,4586; p>0.05). Não foram observadas diferenças significativas entre os 

grupos, em ambos os sexos (p>0.05) (Figura 41 A e B, respectivamente). 
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Figura 41. Avaliação dos níveis de Uréia no PADR (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise estatística ANOVA de uma 

via. Não houve diferenças significativas (p>0.05). (A) n=4 para Veículo, DZP e Occ-1202 40 mg/kg; n=3 para 

Occ-1202 4 mg/kg e Occ-1202 20 mg/kg. (B) n=3 para todos os grupos, exceto veículo (n=2). 

4.4.1.4. Creatinina 

Por fim, os dados sobre os níveis de creatinina não apresentaram diferença entre os 

grupos. Os dados foram submetidos ao teste de ANOVA de uma via nos machos (F4, 13 = 1,533; 

p>0.05) e nas fêmeas (F4, 9 = 0,5307; p>0.05). Não foram observadas diferenças significativas 

entre os grupos, em ambos os sexos (p>0.05) (Figura 42 A e B, respectivamente).  

 

Figura 42. Avaliação dos níveis de Creatinina no PADR (A) Machos e (B) Fêmeas. Análise estatística ANOVA de 

uma via. Não houve diferenças significativas (p>0.05). (A) n=4 para Veículo, DZP e Occ-1202 40 mg/kg; n=3 

para Occ-1202 4 mg/kg e Occ-1202 20 mg/kg. (B) n=3 para todos os grupos, exceto veículo (n=2). 

 

Apesar de não ter havido diferenças significativas entre os grupos nos diferentes 

parâmetros bioquímicos analisados, quando comparados aos valores de referência obtidos na 

literatura, é possível observar dados destoantes das médias e dos intervalos citados nas 

referências. Nos machos, ALT, AST e Ureia apresentaram dados que se enquadram nos valores 

de referência em todos os grupos. No entanto, todos os grupos apresentaram valores de 

creatinina menores do que os valores de referência (Tabela 2).  

Nas fêmeas, todos os grupos, exceto veículo, apresentaram valores de ALT em 

conformidade com os dados de referência, sendo os valores do grupo veículo inferiores. Nas 
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observações dos níveis de AST, apenas o grupo Occ-1202 20 mg/kg apresentou valores 

diferentes (maiores) dos dados de referência, estando os demais grupos de acordo com os 

valores referentes. Quanto aos níveis de Ureia, o grupo controle apresentou valores inferiores 

aos de referência, não havendo diferenças nos demais grupos. Por fim, todos os grupos 

apresentaram valores de creatinina inferiores aos valores de referência (Tabela 3). 

 

Tabela 2 - Parâmetros bioquímicos obtidos após o tratamento e valores de referência para camundongos Swiss 

para machos. 

  Veículo DZP 
Occ-1202 

4 mg/kg 

Occ-1202 

20 mg/kg 

Occ-1202 

40 mg/kg 

Valores de 

Referência 

ALT (UI/L) 78,25±18,4 55,5±14,2 54,7±22,6 75,3±21,9 61,75±15,6 62,0±4,0 

AST (UI/L) 319,5±74,6 165±97,1 203±117 356,3±220 219,75±111 277,0±18,0 

Uréia 

(mg/dL) 
51±8,5 58±10,0 56,3±7,6 50,3±3,8 51,75±8,1 47,0±4,0 

Creatinina 

(mg/dL) 
0,225±0,1 0,2±0,1 0,13±0,1 0,2±0,0 0,15±0,1 0,4±0,0 

(Castello Branco, 2011; LIMA, 2018; Santos et al., 2016).  

 

Tabela 3 - Parâmetros bioquímicos obtidos após o tratamento e valores de referência para camundongos Swiss 

para fêmeas. 

  Veículo DZP 
Occ-1202 

4 mg/kg 

Occ-1202 

20 mg/kg 

Occ-1202 

40 mg/kg 

Valores de 

Referência 

ALT (UI/L) 54±5,7 66,3±1,5 66±1 70,7±15,9 57,3±9,1 70,6±4,5 

AST (UI/L) 249±11,3  345±205,3 251±58,6 314±42,5 244,3±48,4 234,0±7,6 

Uréia 

(mg/dL) 
26,5±4,9 39,3±21,9 36,7±2,1 41,7±13,1 33,7±11,6 35,0±1,3 

Creatinina 

(mg/dL) 
0,15±0,1 0,23±0,15 0,13±0,1 0,17±0,1 0,17±0,1 0,4±0,0 

(Castello Branco, 2011; LIMA, 2018; Santos et al., 2016).  
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4.4.2. Hematotoxicidade 

Para avaliação da hematotoxicidade, foi feita a análise do sangue coletado (hemograma) 

para avaliação de hematócritos (HCT), hemácias, hemoglobina (Hb), leucócitos, monócitos, 

linfócitos, eosinófilos, basófilos e volume plaquetário (Tabela 4 e 5, machos e fêmeas, 

respectivamente). 

Os dados foram comparados com dados provenientes de biotérios de outras 

universidades para avaliação dos parâmetros. Desta forma, os machos do grupo Occ-1202 4 

mg/kg apresentaram leves alterações no HCT e nos Leucócitos, quando comparado aos valores 

de referência. Todos os machos avaliados apresentaram alterações nos monócitos. Ainda, os 

animais do grupo Occ-1202 40 mg/kg apresentaram porcentagem de segmentados alterada 

quando comparado aos valores de referências (Tabela 4). 

 Nas fêmeas, o animal do grupo veículo apresentou leves alterações em relação à 

porcentagem de HCT, quando comparado aos valores de referência. Todos os animais 

apresentaram valores levemente mais altos de hemoglobina, leucócitos, linfócitos e plaquetas 

em relação aos valores de referência. Com relação aos monócitos, todos os animais, exceto o 

do grupo veículo, exibiram alterações quando comparados aos valores de referência, 

especialmente o animal que recebeu a dose intermediária do peptídeo (20 mg/kg). Por fim, os 

animais dos grupos tratados com o peptídeo apresentaram um aumento na porcentagem de 

eosinófilos em comparação aos valores de referência (Tabela 5).   

Tabela 4 - Parâmetros hematológicos obtidos após os tratamentos e valores de referência para camundongos Swiss 

machos. 

Parâmetros Veículo 
Occ-1202 4 

mg/kg 

Occ-1202 40 

mg/kg 

Valores de 

Referência 

HCT (%) 42,1 47,1 41,4 39 ± 1,40 

Hemácias (x106/mm³) 9,53 10,79 8,76 9,19 ± 3,35 

Hemoglobina (g/dL) 14,7 16,6 14,5 15 ± 3,6 

Leucócitos (mm³) 7,13 10,42 5,68 7,74 ± 2,95 

Monócitos (%) 6,6 12,4 7,1 2,84 ± 1,03 
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Linfócitos (%) 76,6 72,5 64 68,00 ± 8,36 

Segmentados (%) 14,3 12,6 25,1 13.7 ± 4.5 

Eosinófilos (%) 2,5 2,5 3,7 2,12 ± 1,09 

Basófilos (%) 0 0 0,1 0 

Plaquetas (x103/mm³) 1498 1341 1537 1419,4±186,6 

(Castello Branco, 2011; LIMA, 2018; Santos et al., 2016) 

Tabela 5 - Parâmetros hematológicos obtidos após o tratamento e valores de referência para camundongos Swiss 

para fêmeas. 

Parâmetros Veículo DZP 
Occ-1202 4 

mg/kg 

Occ-1202 20 

mg/kg 
Valores de Referência 

HCT (%) 43,8 39,2 38,1 38,3 38,44 ± 3,93 

Hemácias (x106/mm³) 9,48 8,49 8,66 8,1 7,3 ± 2,01 

Hemoglobina (g/dL) 15,4 14,5 14,1 13,7 11,85 ± 1,56 

Leucócitos (mm³) 7,98 8,72 8,72 7,53 5,8 ± 0,5 

Monócitos (%) 3,4 4,8 3,8 12,4 2,68 ± 1 

Linfócitos (%) 84,7 79 79,1 61,1 71,76 ± 5,9 

Segmentados (%) 9,9 13 12 19,2 VNI* 

Eosinófilos (%) 2 3,2 5 7,3 2,16 ± 1,71 

Basófilos (%) 0 0 0,1 0 0 

Plaquetas (x10³/mm³) 1304 1585 1319 1212 1030± 55 

*VNI = valor não informado 

(Castello Branco, 2011; LIMA, 2018; Santos et al., 2016). 

 

4.5. Análises Histopatológicas 
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 Após os ensaios comportamentais, os animais tiveram os cérebros, fígados, pulmões e 

rins coletados para análises histopatológicas. Fatias histológicas (50 µM) foram obtidas em 

criostato, as lâminas histológicas foram montadas e submetidas à coloração de H.E. 

Posteriormente, as lâminas foram fotografadas em microscópio óptico, não sendo observadas 

alterações nas lâminas quando comparadas aos grupos veículo, em cada órgão.  

Vale ressaltar que foram montadas aproximadamente 700 lâminas, das quais foram 

obtidas cerca de 6.300 fotos. Todas as lâminas e fotografias foram analisadas qualitativa e 

descritivamente, para detectar ausência e presença de alterações morfológicas, bem como quais 

alterações estariam presentes. Não foram observadas nenhuma alteração morfológica e 

estrutural em decorrência dos tratamentos, quando comparados ao grupo controle (veículo). 

Ademais, é possível observar uma pequena mancha em todas as fotografias, decorrentes de uma 

sombra na lente do microscópio utilizado. 

No entanto, apesar de não terem sido observadas diferenças na análise das lâminas 

histopatológicas, foram observadas alterações morfológicas nos fígados dos animais que 

receberam tratamento com a dose intermediária (20 mg/kg) e mais alta (40 mg/kg) do peptídeo 

no PADR. Estas alterações foram observadas em 37,5% das fêmeas e 25% dos machos tratados 

com a dose intermediária do peptídeo; e em 37,5% das fêmeas e 50% dos machos tratados com 

a dose mais alta de Occ-1202 (Figura 43 A - H). Mediante consulta com o patologista Prof. Dr. 

Fabiano José Ferreira de Sant'Ana (Hospital Veterinário da Universidade de Brasília), foi 

identificado que estas alterações aparentemente se tratavam de neoplasias de caráter lipídico 

(lipomas). 
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Figura 43. Imagens representativas das alterações observadas nos fígados extraídos dos animais que receberam 

dose intermediária (20 mg/kg) e dose mais alta (40 mg/kg) do peptídeo Occ-1202 no PADR. A e B: Fêmeas Occ-

1202 20 mg/kg (n=3). C e D: Machos Occ-1202 20 mg/kg (n=2). E e F: Fêmeas Occ-1202 40 mg/kg (n=3). G e 

H: Machos Occ-1202 40 mg/kg (n=4). 

 

Abaixo, estão fotografias representativas de cada órgão em cada grupo dos modelos 

agudo e crônico, em ambos os sexos (Figuras 44 a 51; A-E: machos. F-J: fêmeas. A e F: veículo. 

B e G: DZP. C e H: Occ-1202 4 mg/kg. D e I: Occ-1202 20 mg/kg. E e J: Occ-1202 40 mg/kg). 
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Figura 44. Imagens das secções coronais (50μm) da formação hipocampal (aumento de 10x) no PADU, mostrando 

a organização das camadas celulares, submetidas à técnica de coloração de H.E. A-E: machos. F-J: fêmeas. A e F: 

veículo. B e G: DZP. C e H: Occ-1202 4 mg/kg. D e I: Occ-1202 20 mg/kg. E e J: Occ-1202 40 mg/kg. Não foram 

observadas alterações. n=6 para todos os grupos. 
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Figura 45. Imagens das secções coronais (50μm) da formação hipocampal de camundongos (aumento de 10x) no 

PADR, mostrando a organização das camadas celulares, submetidas à técnica de coloração de H.E. A-E: machos. 

F-J: fêmeas. A e F: veículo. B e G: DZP. C e H: Occ-1202 4 mg/kg. D e I: Occ-1202 20 mg/kg. E e J: Occ-1202 

40 mg/kg. Não foram observadas alterações. n=8 para todos os grupos. 
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Figura 46. Imagens das secções dos fígados (50 μm) no PADU (aumento de 10x), submetidas à coloração H.E. 

A-E: machos. F-J: fêmeas. A e F: veículo. B e G: DZP. C e H: Occ-1202 4 mg/kg. D e I: Occ-1202 20 mg/kg. E e 

J: Occ-1202 40 mg/kg. Não foram observadas alterações nas lâminas. n=8 para todos os grupos. 
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Figura 47. Imagens das secções dos fígados (50 μm) no PADR (aumento de 10x), submetidas à coloração H.E. A-

E: machos. F-J: fêmeas. A e F: veículo. B e G: DZP. C e H: Occ-1202 4 mg/kg. D e I: Occ-1202 20 mg/kg. E e J: 

Occ-1202 40 mg/kg. Não foram observadas alterações nas lâminas. n=8 para todos os grupos. n=8 para todos os 

grupos. 
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Figura 48. Imagens das secções dos pulmões (50 μm) no PADU (aumento de 10x), submetidas à coloração H.E. 

A-E: machos. F-J: fêmeas. A e F: veículo. B e G: DZP. C e H: Occ-1202 4 mg/kg. D e I: Occ-1202 20 mg/kg. E e 

J: Occ-1202 40 mg/kg. Não foram observadas alterações nas lâminas. n=8 para todos os grupos. 
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Figura 49. Imagens das secções dos pulmões (50 μm) no PADR (aumento de 10x), submetidas à coloração H.E. 

A-E: machos. F-J: fêmeas. A e F: veículo. B e G: DZP. C e H: Occ-1202 4 mg/kg. D e I: Occ-1202 20 mg/kg. E e 

J: Occ-1202 40 mg/kg. Não foram observadas alterações nas lâminas. n=8 para todos os grupos. 
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Figura 50. Imagens das secções dos rins (50 μm) no PADU (aumento de 10x), submetidas à coloração H.E. A-E: 

machos. F-J: fêmeas. A e F: veículo. B e G: DZP. C e H: Occ-1202 4 mg/kg. D e I: Occ-1202 20 mg/kg. E e J: 

Occ-1202 40 mg/kg. Não foram observadas alterações nas lâminas. n=8 para todos os grupos. 
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Figura 51. Imagens das secções dos rins (50 μm) no PADR (aumento de 10x), submetidas à coloração H.E. A-E: 

machos. F-J: fêmeas. A e F: veículo. B e G: DZP. C e H: Occ-1202 4 mg/kg. D e I: Occ-1202 20 mg/kg. E e J: 

Occ-1202 40 mg/kg. Não foram observadas alterações nas lâminas. n=8 para todos os grupos. 
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4.6. Quantificação de Proteínas 

 

 Foram obtidos, mediante leitura a 562nm em espectrômetro, cerca de 2360 µg/mL de 

proteína provenientes das amostras não diluídas de sinaptossoma, sendo suficientes para serem 

utilizadas nos ensaios de competição com radioligantes, que requerem cerca de 100 µg totais 

de proteína por poço (Campos, 2020).    

4.7. Identificação do alvo farmacológico por ensaio de competição com radioativos 

Para se avaliar possíveis alvos farmacológicos do peptídeo, foram realizados ensaios de 

competição com neurotransmissores (GABA e Glutamato) marcados com trício, um isótopo 

radioativo de hidrogênio.  

Para avaliar a competição entre a Occidentalina-1202 e o neurotransmissor GABA 

foram realizados três ensaios independentes, em triplicata (Figura 52), em 7 concentrações 

diferentes do peptídeo. O resultado indicou não haver competição entre os dois, dado que as 

diferentes concentrações de Occ-1202 alteraram minimamente a ligação entre o GABA 

marcado radioativamente e os receptores sinaptossomais.  

Diferentemente dos dados obtidos nos ensaios de competição com GABA, o resultado 

de dois ensaios independentes (um em triplicata e o outro em duplicata) revelaram alta afinidade 

entre a Occidentalina-1202 e o sítio de ligação de glutamato (Figura 2), apresentando uma 

competição de quase 100% ainda nas menores concentrações do peptídeo.  
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Figura 52.  Ensaio de competição entre o peptídeo Occidentalina-1202 e o neurotransmissor GABA marcado com 

trício. Os resultados indicam ausência de ação do peptídeo no modelo. Dados representando média ± erro padrão 

da média de três ensaios independentes. 

 

 

Figura 53. Ensaio de competição entre o peptídeo Occidentalina-1202 e o neurotransmissor glutamato marcado 
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com trício. Os resultados indicam que há competição entre o peptídeo e o neurotransmissor glutamato no modelo. 

Dados representando média ± erro padrão da média de dois ensaios independentes. 

 

5. Discussão 

Apesar dos inúmeros FAEs atualmente disponíveis e dos esforços no desenvolvimento de 

novas terapias farmacológicas, um terço dos pacientes com epilepsia permanecem resistentes 

ao tratamento (Golyala and Kwan, 2017). Além disso, a quantidade substancial de efeitos 

adversos associados a essas terapias muitas vezes impossibilita sua aplicação clínica (Löscher 

et al., 2013). Em vista do exposto, é de suma importância que novas terapias, mais eficazes e 

com menos efeitos adversos associados, sejam desenvolvidas para o combate da ER 

(Römermann et al., 2015). 

Nesse contexto, as peçonhas de animais ganharam destaque nos últimos anos no 

desenvolvimento de novos fármacos para doenças neurológicas, incluindo a Epilepsia. Dentre 

estas peçonhas, a de artrópodes – particularmente – é bastante estudada devido às moléculas 

neuroativas presentes em sua composição, possuindo um grande potencial terapêutico no 

desenvolvimento de novos tratamentos para condições do SNC (Silva et al., 2015). 

Desta forma, o peptídeo Occidentalina-1202 surgiu como uma das alternativas potenciais 

no tratamento de ER, sendo altamente eficaz e não exibindo efeitos tóxicos nos modelos agudo 

e crônico de ELT. Assim, tendo em vista o potencial da Occ-1202 como ferramenta de estudos 

e tratamento da ER, a investigação de sua segurança farmacológica, toxicidade e elucidação de 

seus possíveis alvos farmacológicos torna-se essencial e foi foco da presente pesquisa. 

Nesse contexto, o presente estudo acessou a toxicidade do peptídeo Occidentalina-1202 em 

camundongos Swiss Mus musculus (machos e fêmeas) sadios, a fim de se elucidar sua 

segurança farmacológica e efeitos adversos. Ainda, os possíveis alvos farmacológicos do 

peptídeo também foram investigados por meio de ensaios de competição com os 

neurotransmissores GABA e glutamato. A escolha das doses de administração da Occ-1202 se 

deu com base em sua dose terapêutica (4 mg/kg), estabelecendo-se uma margem de até 10x a 

dose de tratamento, tanto com base em dados descritos em testes de toxicidade de FAEs, como 

de peptídeos utilizados no tratamento de epilepsia e de outras doenças. 
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 O estabelecimento do uso dos protocolos utilizados para as investigações neste estudo 

foi feito com base no “guia para condução de estudos não clínicos de toxicologia e segurança 

farmacológica necessários ao desenvolvimento de medicamentos” da ANVISA (Agência de 

Vigilância Sanitária, 2013). Esse guia é aceito no Brasil para a condução de estudos pré-

clínicos, estabelecendo os aspectos a serem avaliados na condução do estudo. Ainda, as 

exigências estabelecidas neste guia encontram-se em conformidade com as exigências para 

condução de estudos pré-clínicos estabelecidas por outros órgãos estrangeiros, como o Federal 

Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos (FDA, 2023) e com EMA (European 

Medicines Agency) da Europa (EMA, 2023).  

Desta forma, na avaliação da toxicidade, foram empregados dois protocolos: protocolo de 

administração de dose única e protocolo de administração de doses repetidas. No PADU (14 

dias) os animais foram tratados apenas uma vez, no primeiro dia, e observado nos demais. No 

PADR a administração dos tratamentos se deu diariamente durante 28-30 dias do modelo. 

Ademais, além dos grupos controle (Veículo e DZP), foram estabelecidos grupos de três doses 

distintas do peptídeo (4, 20 e 40 mg/kg). Assim, o estudo atendeu às conformidades 

estabelecidas no guia da ANVISA no que diz respeito aos estudos de toxicidade de dose aguda 

e de doses repetidas (Agência de Vigilância Sanitária, 2013).  

Durante o período de observação dos modelos, os animais tiveram sua massa corporal 

avaliada diariamente, bem como surgimento de possíveis alterações fisiológicas para investigar 

a possível toxicidade dos tratamentos. Em ambos os modelos, os animais apresentaram 

integridade fisiológica e aspecto saudável em todos os grupos de tratamento (veículo, DZP, 

Occ-1202 4 mg/kg, Occ-1202 20 mg/kg e Occ-1202 40 mg/kg) durante o período de 

observação, não havendo distinção entre os grupos controle e os grupos tratados com o 

peptídeo. Todos os grupos apresentaram ganho de massa corporal considerado normal, sem 

distinção entre os tratamentos, em ambos os modelos e sexos, como é esperado e observado em 

animais saudáveis (Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Alfenas, disponível em: 

https://www.unifal-mg.edu.br/cebio/camundongo-swiss/).  

Para se avaliar a toxicidade do peptídeo no organismo dos animais, ao final do período de 

observação dos modelos os animais foram eutanasiados e tiveram seus cérebros, fígados, 

pulmões e rins removidos para análises. Os órgãos tiveram sua massa e volume medidos e 

aspecto fisiológico geral inspecionado. 
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A Occidenalina-1202, na dose terapêuticas (4 mg/kg), foi bem tolerada, tendo em vista que 

não induziu efeitos de alteração no comportamento geral espontâneo e nem nos parâmetros 

fisiológicos dos animais, como o ganho de massa e massa dos órgãos.  Ademais, foi constatado 

que a dose terapêutica apresentou um aumento do volume dos pulmões nas fêmeas do PADU. 

Esta alteração necessita de mais investigações, tendo em vista que pode ter ocorrido em 

decorrência da variabilidade na execução técnica para inflar os pulmões, dado que o mesmo 

não foi observado no PADR e nem nas doses mais altas do peptídeo.  

Dentre as toxinas mais estudadas no controle de crises epilépticas, a conotoxina, o Cll9, o 

BmK AEP, e peptídeos extraídos das peçonhas de aranhas se destacam (Corona et al., 2003; 

Jackson and Scheideler, 1996; Pinheiro et al., 2006; Zhang et al., 2019). Estudos anteriores 

mostraram que o Cll9, em sua dose de tratamento (7 ng via i.c.v) em ratos fez com que os 

animais exibissem sonolência e sedação 5-8 minutos após a administração. Da mesma maneira, 

peçonhas de vespas também têm sido amplamente investigadas por seu potencial antiepiléptico. 

Estudos anteriores demonstraram que a peçonha desnaturada da vespa Polybia ignobilis foi 

capaz de proteger os animais contra crises induzidas pelos epilépticos padrões bicuculina, 

picrotoxina e ácido caínico, apresentando DL50 de 0,08 mg/animal (via i.c.v.) (Siqueira Cunha 

et al., 2005).  

Nas doses de 20 e 40 mg/kg, também houve uma boa tolerância do peptídeo, 

considerando-se que não foram observadas alteração no comportamento geral espontâneo dos 

animais e nem nos parâmetros fisiológicos, como o ganho de massa corporal e massa e volume 

dos órgãos. 

Com o intuito de se avaliar possíveis alterações histopatológicas causadas pelo peptídeo 

Occ-1202, a coloração de H.E. foi empregada em todos os órgãos coletados para análise 

morfológica. Essas análises demonstraram que não foram produzidas alterações morfológicas 

nos tecidos, nas diferentes doses de tratamento, quando comparados ao grupo veículo, 

apontando para a segurança do peptídeo, principalmente em sua dose terapêutica (4 mg/kg).   

No entanto, apesar de não terem sido constatadas diferenças na análise das lâminas 

histopatológicas, foram observadas alterações morfológicas macroscópicas nos fígados dos 

animais que receberam tratamento com a dose intermediária (20 mg/kg) e mais alta (40 mg/kg) 

do peptídeo no PADR, sendo identificado que estas alterações aparentemente se tratavam de 

neoplasias de caráter lipídico (lipomas). Contudo, tendo em vista que o método empregado para 
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montagem das lâminas histológicas foi a coloração de H.E., e que as lâminas foram submetidas 

a imersões sucessivas em álcool (50-100%) e xilol, provavelmente houve uma dissolução deste 

conteúdo lipídico pelos reagentes empregados durante a montagem, portanto as alterações não 

foram possíveis de serem identificadas em análise histopatológica posterior. 

Ainda, apesar das análises morfológicas dos fígados terem apresentado alterações nas doses 

mais altas de administração do peptídeo (20 e 40 mg/kg), a distância dessas doses para a dose 

terapêutica (4 mg/kg) sugere uma janela de segurança farmacológica considerável do peptídeo 

(IT>10). 

Para se avaliar o desempenho motor e atividade espontânea dos animais, foi empregado – 

em ambos os modelos – o ensaio comportamental do Campo aberto (Open Field). Este teste foi 

utilizado para acessar a atividade geral espontânea dos animais ao longo dos dias de tratamento 

(1º dia no PADU, e 1º, 14º e 28º dias no PADR). O Open Field é um teste amplamente utilizado 

na avaliação de alterações motoras e do comportamento geral espontâneo nos animais em 

diversos modelos animais validados (Gould et al., 2009). Este teste é empregado para investigar 

se os animais apresentam alterações comportamentais. Nesse contexto, foram analisados cinco 

parâmetros comportamentais no teste de Open Field: o deslocamento total dos animais na arena, 

o tempo total que os animais estiveram imóveis, o tempo total que os animais realizaram 

autolimpeza, o tempo total que os animais realizaram elevação e o de exploração, a distância 

percorrida, a elevação e a autolimpeza (Gould et al., 2009). Desta forma, o peptídeo não 

apresentou diferença quando comparado ao veículo em nenhum dos parâmetros avaliados, em 

todas doses testadas. 

Existem vários fatores de risco associados a falha no controle das crises epilépticas, 

acabando por impactar grandemente a vida dos pacientes. Dentre esses fatores, os danos 

corporais, hospitalizações constantes, expectativa de vida reduzida, comprometimentos 

neuropsicológicos, psiquiátricos e sociais podem ser mencionados. Ademais, é válido ressaltar 

que estes fatores não estão relacionados apenas à doença, mas também à vasta gama de efeitos 

adversos comumente associados aos FAEs utilizados, prejudicando consideravelmente a 

qualidade de vida dos pacientes (French, 2007; Gao et al., 2015; Laxer et al., 2014).  

Dentre os principais FAEs utilizados como intervenção na ER, destacam-se: diazepam, 

carbamazepina, etossuximida, fenobarbital, fenitoína, levetiracetam e ácido valproico 

(Dhaliwal et. al, 2023; Golyala and Kwan, 2017).  Entretanto, apesar da disponibilidade e 
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desenvolvimento contínuo de novos FAEs, estas terapias fornecem apenas alívio sintomático, 

não sendo capazes de impedir a progressão da doença, ou de promover a neuro-regeneração. 

Além disso, o tratamento com FAEs está comumente associado a efeitos adversos variados, 

muitas vezes severos e recorrentes, impactando negativamente na qualidade de vida dos 

pacientes (Hauser et al., 2018; Macleod and Appleton, 2007). Estudos anteriores mostraram 

que, dentre os pacientes com epilepsia que fazem uso de FAEs, cerca de 88% apresentava pelo 

menos um efeito adverso (Perucca et al., 2009), podendo variar entre: letargia, tontura, 

comprometimento comportamental e cognitivo, confusão mental, alergias, hipersensibilidade, 

atrofia cerebelar, disfunção retiniana, linfoma, efeitos cardiovasculares, aceleração de doenças 

vasculares, prejuízos na memória, disfunções no SNC, tremores, fadiga, osteoporose, 

depressão, efeitos psicotrópicos, náuseas, sintomas gastrointestinais, alterações de peso, óbito 

por falência hepática e anemia aplástica (Carpay et al., 2005; Luoni et al., 2011; Perucca et al., 

2009). 

Ademais, estudos anteriores mostram que o impacto econômico nas famílias de pacientes 

com epilepsia, bem como no governo, relacionados ao tratamento médico para combate de 

efeitos adversos causados por FAEs é significativo e extremamente alto, demonstrando que o 

controle dos efeitos adversos se torna tão importante quanto o controle das crises no tratamento 

da epilepsia (De Kinderen et al., 2014). 

O fármaco Diazepam, em sua dose terapêutica, foi escolhido como controle positivo devido 

à sua via de administração ser comparável (injetável, não oral), por ser bastante utilizado na 

prática clínica e por possuir perfil farmacológico conhecido (Mandelli et al., 1978) , tendo em 

vista que outros FAEs disponíveis podem não apresentar eficiência no controle de crises e não 

possuir perfis farmacocinético e farmacodinâmico bem elucidados, o que tornaria a comparação 

inviável.  

O tratamento com o Diazepam não produziu alterações no ganho de massa corporal dos 

animais ao longo do período dos modelos agudo e crônico, na massa dos órgãos dos animais e 

nos parâmetros histopatológicos avaliados. Contudo, nas fêmeas do PADR, o grupo DZP 

apresentou volume do rim maior quando comparado ao grupo veículo. Esta observação aponta 

para uma possível toxicidade renal causada pelo composto no PADR. Ainda, é válido ressaltar 

que o Diazepam não foi diluído em 20% de DMSO como os demais tratamentos, tendo em vista 

que o composto já possuía outros diluentes em sua ampola original. 
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Nas análises do teste de Campo Aberto, o grupo tratado com Diazepam apresentou período 

imóvel consideravelmente maior do que os demais tratamentos no PADU, nas fêmeas, e no 

PADR em ambos os sexos – em todos os Open Fields nos machos e no Open Field 1 nas fêmeas. 

Ademais, no PADU, o grupo DZP apresentou tempo de elevação consideravelmente menor 

com relação a todos os tratamentos (exceto a maior dose do peptídeo) nos machos e com relação 

ao veículo, nas fêmeas. O mesmo foi observado no tempo de exploração dos animais, que foi 

consideravelmente menor no grupo tratado com o DZP no PADU, em ambos os sexos, com 

relação aos demais tratamentos (exceto grupo veículo fêmeas); e no PADR com relação a todos 

os tratamentos (exceto para os machos: veículo no OF1, e para as fêmeas: veículo e Occ-1202 

4 mg/kg no OF2; e Occ-1202 20 mg/kg e 40 mg/kg no OF3). 

Estas diferenças observadas nos comportamentos espontâneos dos animais tratados com 

Diazepam é consistente com o descrito na literatura, tendo em vista que a administração de 

Diazepam em doses terapêuticas acarreta, dentre seus efeitos, em sedação (Dhaliwal et. Al, 

2023; Costa et al., 1978). Estudos anteriores apontaram para um deslocamento total e 

autolimpeza reduzidos em animais tratados com diferentes doses de Diazepam, bem como 

sinais de sedação causados pelo composto nas maiores doses testadas (Birkett et al., 2011; 

Carola et al., 2002; Crawley, 1985; Pádua-Reis et al., 2021). Portanto, é esperado que os animais 

tratados com este composto apresentem um tempo maior de imobilidade, bem como tempos 

menores de elevação e exploração quando comparado aos demais grupos.  

Adicionalmente, vale mencionar que o teste de campo aberto (Open Field) é um teste de 

alta variabilidade, tendo em vista que o mesmo acessa a atividade geral espontânea dos animais. 

Desta forma, é pertinente que mais testes sejam realizados com um número amostral maior a 

fim de se diminuir a variabilidade intrínseca deste ensaio comportamental.  

Diversos efeitos adversos já foram relatados sobre o Diazepam, podendo-se citar: sedação, 

fadiga, confusão, amnésia anterógrada, depressão, ataxia, irritabilidade, desinibição, reações no 

local de administração, dores de cabeça, tremores, distonia, retenção urinária, incontinência, 

náuseas, constipação, diplopia, alterações na libido, erupções cutâneas, alterações no ciclo 

menstrual e elevação dos níveis de AST e ALT (Olson, 2007).   

Ainda, o índice terapêutico (toxicidade/dose terapêutica - IT) dos benzodiazepínicos tende 

a ser alto. Estudos anteriores demonstraram que a administração de Diazepam, em via oral, de 

doses que variaram entre 15-20 vezes a dose terapêutica do composto não apresentaram morte 
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por overdose, no entanto, paradas cardiorrespiratórias já foram reportadas após administração 

intravenosa rápida de benzodiazepínicos (Olson, 2007).  

Em estudos de toxicidade e segurança farmacológica, um parâmetro essencial é a avaliação 

da hematotoxicidade, realizada através da análise do sangue periférico, obtida por meio de 

hemograma completo, bem como em análises bioquímicas (Bloom and Brandt, 2008). Desta 

forma, foram realizados testes bioquímicos e de hemograma em animais do PADR.  

Nos testes bioquímicos foram avaliados os níveis de ALT, AST, Ureia e Creatinina entre 

os grupos, tanto nos machos quanto nas fêmeas, não sendo observadas alterações entre os 

diferentes tratamentos. No entanto, quando comparados com valores de referência da literatura 

(Castello Branco, 2011; LIMA, 2018; Santos et al., 2016), alguns dados apresentaram valores 

destoantes. 

Quanto aos parâmetros bioquímicos observados no estudo, a dose terapêutica do peptídeo 

(4 mg/kg) apresentou alterações apenas nos níveis de creatinina, sendo inferiores aos valores 

de referência. No entanto, estas alterações foram observadas uniformemente em todos os 

grupos, não sendo possível atribuí-la à administração do peptídeo. Ademais, a dose terapêutica 

apresentou níveis elevados de monócitos, quando comparada aos valores de referência, nos 

machos; e valores elevados de: leucócitos, linfócitos, eosinófilos e plaquetas, quando 

comparados aos valores de referência, nas fêmeas. Contudo, o número amostral na realização 

do teste de hemograma foi de apenas um animal por grupo. Desta forma, estes valores não são 

estatisticamente significativos.   

Ademais, nas doses mais altas do peptídeo, apenas o grupo Occ-1202 20 mg/kg fêmeas 

apresentou valores diferentes (maiores), nos níveis de ALT, quando comparados aos dados de 

referência, e ambos apresentaram níveis de creatinina inferiores, como descrito anteriormente. 

No grupo tratado com Diazepam, foi observado que os níveis de AST estavam menores 

do que os valores de referência, nos machos. Os valores de creatinina também estavam mais 

baixos do que os dados de referência, como descrito anteriormente. No hemograma realizado 

nas fêmeas, o animal tratado com Diazepam apresentou níveis de hemoglobina, leucócitos, 

monócitos, linfócitos e plaquetas elevados quando comparado aos valores de referência.   

A Alanina Aminotransferase (ALT) é uma enzima de extravasamento presente 

especificamente no citoplasma dos hepatócitos. Alterações nos níveis de ALT indicam mal 



101 
 

 
 

funcionamento hepático. A enzima Aspartato aminotransferase (AST) também é uma enzima 

de extravasamento, parte se encontra livre no citoplasma de hepatócitos, com uma maior 

concentração nas membranas das mitocôndrias, mas também está presente em diversos tecidos, 

como células do músculo cardíaco, esquelético e fígado. Desta forma, os testes realizados para 

identificar os níveis desta enzima são utilizados no diagnóstico de doenças musculares (Hall 

and Cash, 2012).  

A Ureia, sintetizada pelo fígado, representa o principal produto final do catabolismo 

proteico, sendo excretada majoritariamente pelos rins. Os glomérulos são responsáveis pela 

filtração da ureia do plasma. Assim, sob condições normais, cerca de 25 a 40% da ureia filtrada 

é reabsorvida na sua passagem pelos túbulos renais. Velocidades de fluxo urinário maiores do 

que o normal acarreta na diminuição da reabsorção tubular de ureia; de forma semelhante, a 

diminuição da velocidade do fluxo urinário amplifica sua reabsorção nos túbulos renais. Ainda, 

os níveis de ureia podem ser afetados por fatores fisiológicos ou doenças de origem não-renal 

(Sodré et al., 2007). 

A creatinina é uma substância encontrada no sangue e produzida pelos músculos como um 

produto do metabolismo da fosfocreatina, uma proteína obtida mediante ao consumo dos 

alimentos. A utilização da fosfocreatina pelos músculos para obtenção de energia resulta no 

transporte de creatinina na corrente sanguínea até os rins, sendo eliminada pela urina. Assim, a 

quantidade de creatinina no sangue permite avaliar a função renal. Níveis altos de creatinina 

apontam para um funcionamento renal comprometido; em contrapartida, níveis baixos podem 

sugerir quadros de desnutrição ou perda de massa magra, além de alterações hepáticas (Sodré 

et al., 2007).  

No que diz respeito às análises dos parâmetros bioquímicos realizadas entre os grupos, é 

importante ressaltar que o número amostral de cada grupo foi pequeno em decorrência de 

problemas ocorridos com laboratório de análises de sangue utilizado no início do estudo. Pelo 

mesmo motivo não foi possível realizar as análises hematológicas nos animais do PADU. 

Ainda, apesar dos valores de referência presentes na literatura, não é possível realizar uma 

comparação robusta e significativa com os mesmos, uma vez que cada laboratório ou biotério 

deve estabelecer seus próprios valores de referência dos animais saudáveis, tendo em vista as 

variações decorrentes de equipamento utilizado, metodologia empregada, linhagem, gênero e 

idade de cada espécie, que influenciam diretamente nos dados obtidos (Dantas et al., 2006). 
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Portanto, as comparações com os valores de referência realizadas neste estudo foram feitas 

apenas para fins informativos, levando-se em consideração que os dados de referência não 

foram obtidos do biotério da Universidade de Brasília.  

Desta forma, a avaliação dos parâmetros hematológicos neste estudo, em comparação com 

o grupo controle, não apresentou alterações significativas em nenhum dos componentes após 

administração do peptídeo, demonstrando que a Occidentalina-1202 não causa hematoxicidade 

detectável nesse experimento. 

Tendo em vista que a Occidentalina-120 apresentou potente efeito antiepilético em modelos 

agudo e crônico de crises epilépticas em estudos anteriores, é esperado que seus possíveis 

mecanismos de ação estejam relacionados com a modulação excitatória ou inibitória no SNC. 

Diversos FAEs atuam por meio da alteração da excitabilidade celular, modulando a 

neurotransmissão glutamatérgica ou GABAérgica (Rogawski and Löscher, 2004).  

Nesse sentido, foram realizados ensaios de competição com os neurotransmissores GABA 

e Glutamato marcados com trício, um isótopo radioativo de hidrogênio, a fim de se avaliar a 

competição entre a Occidentalina-1202 e os respectivos neurotransmissores. As análises 

indicaram não haver competição entre o peptídeo e o neurotransmissor GABA. Ainda, os 

resultados apontaram para uma alta afinidade entre a Occidentalina-1202 e o sítio de ligação de 

glutamato, apresentando uma competição de quase 100% ainda nas menores concentrações do 

peptídeo.  

Estes resultados sugerem que a Occidentalina-1202 exerce, dentre seus possíveis 

mecanismos de ação, um antagonismo em receptores glutamatérgicos. Estes dados são 

consistentes com os obtidos em estudos anteriores, em modelos computacionais, em que a 

Occidentalina-1202 promove bloqueio de receptores glutamatérgicos do tipo Cainato (Figura 

54) (Mortari et al., 2023). É importante ressaltar, no entanto, que este experimento não permite 

a diferenciação entre subtipos de receptores, sendo que a ligação receptor-radioligante 

observada é resultado da ligação em todos os subtipos de receptores glutamatérgicos. Nesse 

sentido, receptores que apresentem baixa densidade cortical (como receptores metabotrópicos), 

podem ter sua ligação camuflada nesse ensaio. Desta forma, não é possível afirmar em qual 

receptor este antagonismo é exercido. Da mesma maneira, como não há discriminação entre os 

tipos de receptores, também não é possível excluir a ação da Occidentalina-1202 em algum sítio 
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de ligação de receptores GABAérgicos – ou em outros subtipos de receptores -, diferentes de 

onde a ligação do neurotransmissor glutamato ocorre.  

 

Figura 54. Sítio de ligação no receptor Cainato (GluR6). (A) Cainato no sítio de ligação (seta indica a posição). 

(B) Occidentalina-1202 bloqueando a entrada do receptor. (C) Occidentalina-1202 com a superfície destacada, 

indicando o bloqueio total do sítio de ligação. (D) Occidentalina-1202 (amarelo) não ocupa o mesmo sítio de 

ligação do que o Cainato (seta indica a posição) no receptor GluR6. Imagem retirada de Mortari et al., 2023. 

6. Conclusões  

Os resultados obtidos neste estudo indicam que o peptídeo Occidentalina-1202 é seguro 

para ser utilizado como tratamento em sua dose terapêutica (4 mg/kg), não apresentando 

impactos fisiológicos, cognitivos, motores ou, ainda, histopatológicos negativos nos animais, 

tanto no PADU, quanto no PADR, em ambos os sexos. Além disso, apesar das análises 

morfológicas dos fígados terem apresentado alterações nas doses mais altas de administração 

do peptídeo (20 e 40 mg/kg), a distância dessas doses para a dose terapêutica (4 mg/kg) sugere 

uma janela de segurança farmacológica considerável do peptídeo.  

Ademais, a Occidentalina-1202 apresentou interação em receptores glutamatérgicos, 

promovendo assim diminuição da neurotransmissão excitatória. Estes dados apontam para um 

mecanismo de ação consistente com seu efeito neuroprotetor e antiepiléptico. 
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Nesse contexto, estudos adicionais devem ser conduzidos para se avaliar a 

hematotoxicidade do peptídeo Occidentalina-1202 com maior robustez, em um número maior 

de animais – e também em PADU -, bem como para realizar a investigação de outros parâmetros 

necessários na determinação da toxicidade de um composto, como testes de genotoxicidade. 

Adicionalmente, novos testes, empregando técnicas histológicas adequadas, devem ser 

realizados para investigação das alterações observadas nos fígados dos animais que receberam 

as maiores doses do peptídeo. 

Por fim, é necessário que haja mais investigações no que diz respeito ao mecanismo de 

ação da Occidentalina-1202, tanto para se identificar os receptores específicos nos quais o 

peptídeo exerce sua função farmacológica, quanto para se determinar uma curva de competição 

completa. 
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