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RESUMO 
 

A Doença de Parkinson (DP) é uma doença neurodegenerativa com enormes 

prejuízos sociais e psicológicos na vida dos afetados. As causas do aparecimento 

da doença ainda permanecem sem total esclarecimento, uma vez que a enfermidade 

apresenta componentes multifatoriais. As principais características fisiopatológicas 

da DP são a degeneração de neurônios dopaminérgicos dos Núcleos da Base, em 

especial a Substância Negra (SN) e a presença de corpos de inclusão eosinófilos no 

citoplasma dos neurônios, conhecidos como corpos de Lewy. A ausência de 

medicamentos aprovados em humanos capaz de alterar a evolução da enfermidade, 

além dos efeitos adversos associados aos tratamentos convencionais existentes, 

resulta em uma urgência no desenvolvimento de novas estratégias no estudo da 

doença quanto em tratamentos mais eficazes que possibilitem modificar o curso da 

patologia. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade neuroprotetora 

do peptídeo sintético Neurovespina (um análogo bioinspirado do peptídeo isolado de 

vespa social) em sua forma livre e associado a nanotecnologia, no modelo murino 

da Doença de Parkinson induzido por injeção unilateral intraestriatal da neurotoxina 

6-OHDA. O protocolo experimental foi desenvolvido durante 8 dias, onde os grupos 

receberam via subcutânea, o peptídeo na sua forma livre; ou o peptídeo 

nanoencapsulado; ou salina como tratamento. Os efeitos do comprometimento motor 

e de assimetria dos membros foram avaliados em 3 dias alternados de ensaios, 

utilizando o teste do RotaRod e o teste do cilindro. Após os ensaios 

comportamentais, os animais foram eutanasiados e as alterações neuronais 

analisadas por meio da contagem de neurônios imuno-marcados com anti-tirosina 

hidroxilase (anti-TH) e inspeção da Densidade Ótica estriatal. Os resultados deste 

trabalho indicam e corroboram a ação neuroprotetora do peptídeo sintético 

Neurovespina (em sua forma livre) nos neurônios dopaminérgicos da SN, após a 

lesão instraestriatal de 6-OHDA. Além disso, sugerem que sua associação com um 

nanossistema tem potencial para otimizar sua biodisponibilidade no SNC e se 

estabelecer como fármaco modelo para o desenvolvimento de novas moléculas 

neuroativas no estudo da DP. 

 

Palavras-Chave (português):  
Doença de Parkinson; Neurovespina; nanotecnologia; 6-OHDA; neurodegeneração  



 

ABSTRACT 
 

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative pathology with enormous social and 

psychological losses in the lives of those affected. The causes of the onset of the 

disease still remain unclear, as the disease has multifactorial components. The main 

pathophysiological characteristics of the disease are the degeneration of 

dopaminergic neurons in the Basal Nuclei, especially the Substantia Nigra (SN) and 

the presence of eosinophilic inclusion bodies in the cytoplasm of neurons, known as 

Lewy bodies. The absence of approved medicines in humans capable of altering the 

evolution of the disease, in addition to the adverse effects associated with existing 

conventional treatments, results in an urgency in the development of new strategies 

to study the disease and more effective treatments that make it possible to modify 

the course of the pathology. The present work aimed to evaluate the neuroprotective 

activity of the synthetic peptide Neurovespina (an analogue of the peptide isolated 

from social wasps) in its free form and associated with nanotechnology, in the murine 

model of Parkinson's Disease by unilateral intrastriatal injection of the neurotoxin 6-

OHDA. The experimental protocol was developed over 8 days, where the groups 

received subcutaneously the peptide in its free form; or the nanoencapsulated 

peptide; or saline (all via s.c.) as a treatment. The effects of motor impairment and 

limb asymmetry were evaluated in 3 alternating days of testing, using the RotaRod 

test and the cylinder test. After the behavioral tests, the animals were euthanized and 

neuronal changes were analyzed by counting neurons immunostained with anti-

tyrosine hydroxylase (anti-TH) and inspection of striatal Optical Density. The results 

of this work indicate and corroborate the neuroprotective action of the synthetic 

peptide Neurovespin (in its free form) on SN dopaminergic neurons after intrastriatal 

6-OHDA injury. Furthermore, they suggest that its association with a nanosystem has 

the potential to optimize its bioavailability in the CNS and establish itself as a model 

drug for the development of new neuroactive molecules in the study of PD. 

 

 
Palavras-Chave (inglês): Parkinson’s disease; Neurovespina; nanotechnology; 6-

OHDA; neurodegeneration 
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1 INTRODUÇÃO  
 
1.1 DOENÇA DE PARKINSON 

 

O aumento da expectativa de vida da população aumenta a ocorrência das 

doenças que acometem idosos, como por exemplo, a Doença de Parkinson (DP) e 

tais doenças necessitam de atenção (1). Ela é a segunda patologia 

neurodegenerativa mais comum no mundo e sua incidência e prevalência aumentam 

de acordo com a idade (2–4). 

Dez milhões de pessoas são diagnosticadas com a DP no mundo, e no Brasil, 

estima-se que a doença atinja 250 mil idosos, tendo uma incidência anual de 36 mil 

novos casos, segundo o IBGE. No geral, apenas 5% dos casos tem natureza 

hereditária e sua manifestação acomete indivíduos com idade média de 55 anos, 

afetando 1% da população com mais de 50 anos. A incidência é muito baixa em 

sujeitos com menos de 40 anos, porém aumenta para 2% após os 65 anos de 

idade(5). Além disso, acredita-se que futuramente o Brasil será o quinto país com 

maior número de acometidos por essa doença(6–8). 

A DP é uma doença neurodegenerativa de etiologia idiopática com causas 

ainda indefinidas(9), e afeta o estado físico, social e funcional dos indivíduos 

acometidos(10). Os distúrbios motores iniciais foram relatados por James Parkinson 

em 1817, em seu trabalho “An essay on the shaking palsy”(11). Ele a descreveu 

como a “paralisia agitante”, sendo caracterizada por perda da iniciação dos 

movimentos (bradicinesia), perda da expressão (face mascarada), alteração no tom 

da fala, instabilidade postural, tremor de repouso e rigidez(12–14). 

O tremor de repouso é o sinal mais característico e visível da patologia, 

caracterizando-se por movimentos trêmulos, que podem ser desencadeados em 

qualquer membro do corpo (além da cabeça) quando o paciente se encontra parado, 

como membros inferiores e superiores, o tronco ou os lábios. Nos membros, o tremor 

geralmente apresenta-se com pronação e supinação do antebraço, e flexão e 

extensão dos dedos(15). Além disso, a rigidez apresentada é caracterizada por uma 

maior resistência da amplitude do movimento, levando o indivíduo a adquirir uma 

postura curvada. Já a instabilidade postural (alteração no equilíbrio) surge em 

estágios mais avançados da patologia, e acredita-se que esse sinal aumente de 

intensidade devido ao comprometimento de regiões mais específicas do Sistema 
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Nervoso Central (SNC) como o córtex, os núcleos da base e o cerebelo, uma vez 

que eles têm papel crucial no controle motor(12). 

Existe também a presença de sinais não motores, e suas manifestações 

podem ser distintas, como distúrbios autonômicos e depressão(16), distúrbios do 

sono, demência e disfunção cognitiva(17). Além disso, outras alterações podem 

estar presentes na fase prodrômica da doença, como problemas olfativos, problemas 

oculares e constipação(14). 

A prevalência e a incidência são maiores entre sujeitos do sexo masculino 

do que em indivíduos do sexo feminino, possivelmente ocasionada por uma ação 

protetora do estrogênio nas mulheres(18). Análises em animais de experimentação 

corroboram esse argumento, relatados em trabalhos que descreveram uma atividade 

neuroprotetora desse hormônio em modelos animais da DP induzidos por 1-metil-4-

fenil-1,2,3,6-tetraidropiridina (MPTP), sendo descritas como uma possível terapia e 

tratamento para sujeitos do sexo masculino(19). 

As hipóteses da origem da DP são diversas, porém, a grande maioria dos 

trabalhos relata que a causa possivelmente seja multifatorial, sendo resultado da 

ação de neurotoxinas do ambiente, anormalidades mitocondriais, produção de 

radicais livres, predisposição genética e envelhecimento cerebral(20,21). 

 

 

1.2 NEUROQUÍMICA DA DOENÇA DE PARKINSON  

 

 

Bioquimicamente, a doença é caracterizada pela perda dopaminérgica 

causada pela degeneração de células produtoras da dopamina em regiões dos 

núcleos da base (NB), constituída por um grupo de regiões subcorticais interligadas 

e situadas na região do mesencéfalo. Esses grupos são geralmente divididos em: 

(1) Estriado, que constituem juntamente o Núcleo Caudado e o Putâmen; (2) o Globo 

Pálido, o qual é dividido em externo (GPe) e o interno (GPi); o Núcleo Subtalâmico 

(NST); e a Substância Negra (SN), composta pela região pars compacta (SNpc) e 

pela região pars reticulata (SNpr)(22). Nesse sentido, a região da SNpc, se destaca 

com alta despigmentação, assim como a presença de Corpúsculos de Lewy (CL), 

que são inclusões intraneuronais, redondas, eosinofílicas, com um núcleo hialino e 

um halo periférico pálido, compostos por mais de 90 proteínas, sendo os seus 
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principais componentes a alfa-sinucleína(23,24). Assim, a alfa-sinucleína se acumula 

formando agregados filamentosos, que podem ativar diretamente a micróglia, 

através da expressão de um subconjunto de receptores com padrões de 

reconhecimento específicos, levando à um processo neuroinflamatório e de 

degeneração neural(25–28). 

As informações responsáveis pelo controle dos movimentos são originadas 

no córtex e processadas nos NB, que por sua vez retornam para o córtex através do 

tálamo. Esse circuito controla a atividade motora por meio da regulação de impulsos 

neurais que facilitam sua atividade tônica, auxiliando o planejamento e a execução 

de movimentos sequenciados como, por exemplo, a marcha humana(29). Como 

consequência, a ação dos NB sobre as suas conexões alvo são geralmente 

inibitórias, e este circuito é estruturado por três principais sistemas de 

retroalimentação com vias morfologicamente e bioquimicamente e distintas, 

conhecidas como: via direta; via indireta; e hiperdireta, com ações opostas e 

responsáveis pela modulação e refinamento do controle motor(30,31).  

Todas as vias recebem impulsos excitatórios oriundos diretamente de áreas 

corticais que convergem para dois importantes núcleos, o GPi e a SNr. Este circuito 

inclui projeções excitatórias glutamatérgicas (Glu) a partir do córtex para o estriado, 

que em seguida envia projeções inibitórias GABAérgicas (ácido gama-aminobutírico; 

GABA) para o tálamo(32)(figura 1).  

A via direta expressa os receptores de dopamina do tipo D1 e é modulada por 

neurônios GABAérgicos oriundos do estriado e apresentam projeções 

monosinápticas, que se projetam para os núcleos GPi e SNr. A via indireta, expressa 

os receptores de dopamina do tipo D2 e é modulada por neurônios GABAérgicos 

estriatais e projeções polissinápticas que convergem para o GPi e SNr, porém, 

percorrendo um caminho mais longo ao passar por outros dois núcleos, o GPe e o 

NST(33). O NST recebe entradas somatotopicamente oriundas diretamente de áreas 

corticais motoras, como o córtex motor primário e o córtex pré-motor. A velocidade 

de condução neural procedente da via córtico-NST-GPi/SNr também denominada 

como via hiperdireta torna-se mais rápida que nas vias direta e indireta(34). 
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Figura 1 - Ilustração representando as três vias de retroalimentação. A via hiperdireta (córtex – NST 

- GPi/SNr –Tálamo); via indireta (córtex – estriado – Gpe - NST- GPi/ SNr – Tálamo); e pela via direta 

(organizado em córtex – estriado - GPi/SNr e SNpc). As setas verdes correspondem às projeções 

excitatórias glutamatérgicas (Glu); as setas pontilhadas compreendem as projeções inibitórias 

GABAérgicas (GABA); e as setas azuis correspondem às projeções dopaminérgicas enviadas da 

Substância Negra pars compacta para o corpo estriado. Adaptado de Nambu et al(33). (2005). 

 

 

Na DP, ocorrem alterações na atividade das regiões do tálamo e do córtex 

motor, em que o aumento dos sinais excitatórios pela via hiperdireta e inibitórios pela 

via indireta, além da redução dos sinais inibitórios da via direta, resultam em uma 

desinibição reduzida no tálamo e no córtex, ocasionando em alterações motoras 

como a acinesia. Portanto, a integração das vias direta, indireta e hiperdireta 

controlam dinamicamente a atividade do tálamo e do córtex para o refinamento e 

seleção do controle motor(33). 

Neurônios que possuem altos níveis de dopamina são proeminentes nas 

regiões mesencefálicas, em especial na SN. Alguns dos axônios desses neurônios 

terminam no corpo estriado, que recebe também a entrada massiva de neurônios 

excitatórios advindos de áreas corticais e em especial dos núcleos do tálamo, onde 

participam do controle dos movimentos complexos(35). Assim, a fisiopatologia de 
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perturbações ocorridas nos NB, como ocorre nas desordens neurodegenerativas, 

podem ser elucidadas pelo aumento ou diminuição da inibição das regiões do tálamo 

e do córtex(36). Como consequência, no circuito motor, a ação dos NB sobre as suas 

conexões alvos é geralmente inibitória e a partir daí, as vias diretas e indiretas com 

ações opostas são as responsáveis pela modulação e pelo refinamento do controle 

motor(37).  

Dessa forma, é possível observar que a patologia altera de forma incisiva as 

vias dopaminérgicas induzindo os sintomas motores clássicos da doença, incluindo: 

tremor, rigidez, bradicinesia e instabilidade postural; estabelecendo os sinais 

motores clássicos da doença(23). Porém, há também a presença dos sinais não 

motores que podem ser estomatognáticos e respiratórios, levando a disfunções 

importantes que podem levar ao óbito dos acometidos(38–40). 

O tratamento da DP envolve medicação, sendo a levodopa (L-DOPA) o 

tratamento farmacológico mais utilizado. A levodopa é um fármaco percursor da 

dopamina e pode ser usada como monoterapia ou em conjunto com outros 

medicamentos(41,42). Outra forma medicamentosa de tratamento é por meio dos 

agonistas dopaminérgicos dos receptores D1 e D2, porém esse recurso terapêutico 

apresenta vários efeitos adversos aos pacientes(43). Os inibidores da degradação 

da dopamina como os inibidores da monoamina oxidase e os inibidores da Catecol-

O-metiltransferase que são enzimas, também causam efeitos desfavoráveis aos 

pacientes(44).  

Devido a todas as indesejáveis consequências que os atuais tratamentos 

farmacológicos proporcionam aos pacientes, e a falta de capacidade dos 

medicamentos existentes em diminuir o processo de progressão da doença, há a 

necessidade do desenvolvimento de novos medicamentos capazes de impedir a 

progressão da enfermidade.  

 

 

1.3 MODELO ANIMAIS E BIOQUÍMICOS NO ESTUDO DA DP 

 

 

Modelos animais são fundamentais para os avanços das ciências médicas, 

pois nos permitem o estudo dos mecanismos patogênicos e dos princípios 

terapêuticos do tratamento e dos sinais das doenças humanas mimetizadas. Assim, 
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estes mecanismos de estudo refletem as características da enfermidade na espécie 

humana, simulam as mudanças patológicas, histológicas e bioquímicas da patologia 

e seus distúrbios funcionais. Entretanto, a DP não se manifesta espontaneamente 

em animais, sendo necessária a indução de alguns sinais através da administração 

de agentes neurotóxicos. Infelizmente ainda não existe um modelo que pode, por si 

só representar fidedignamente todas as características da DP(45–47).  

O modelo animal induzido pela toxina 6-hidroxidopamina (6-OHDA) foi o 

primeiro modelo animal associado com a morte de neurônios dopaminérgicos na 

DP(48). A perda maior de neurônios dopaminérgicos é observada na região ventral 

do encéfalo na SNpc, enquanto os neurônios da região mesocortical são os mais 

resistentes(48,49). As primeiras observações dos efeitos biológicos da 6-OHDA 

mostraram que este agente foi capaz de induzir uma depleção longa e duradoura de 

NA em nervos simpáticos no coração. Alguns anos mais tarde foram demonstrados 

que a injeção de 6-OHDA na SNpc era capaz de causar degeneração anterógrada 

dos neurônios dopaminérgicos nigroestriatais, gerando assim o primeiro modelo 

animal de DP. Desde esta descoberta, a 6-OHDA tem sido amplamente utilizada 

para mimetizar a neurodegeneração observada na DP(46). 

A 6-OHDA, é estruturalmente semelhante à DA e NA (noradrenalina) e possui 

uma elevada afinidade para os transportadores de membrana destas 

catecolaminas(50). A 6-OHDA não atravessa a barreira hematoencefálica, portanto 

deve ser administrada diretamente no encéfalo. É transportada para os neurônios 

catecolaminérgicos através de mecanismos de transporte específico (p. ex., o DAT 

e o transportador de noradrenalina), uma vez dentro dos neurônios, é facilmente 

oxidada e induz a produção de radicais livres como ONOO e OH(51–54). Após a 

administração da 6-OHDA na SNpc, os neurônios dopaminérgicos começam a se 

degenerar em torno de 24 horas, e quando injetada no corpo estriado, a 6-OHDA 

causa uma degeneração gradativa e retrógrada de neurônios nigroestriatais, sendo 

possível testar intervenções terapêuticas, na medida em que a morte neuronal e 

ativação microglial ocorrem(50). 
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1.4 NEUROVESPINA E SEU POTENCIAL FARMACOLÓGICO  

 

 

A Neurovespina é um peptídeo sintético modificado a partir da Occidentalina 

- 1202, uma neurotoxina de nove resíduos de aminoácidos isolada da peçonha da 

vespa social Polybia occidentalis (figura 2). Além disso, semelhante à maioria das 

vespas sociais, essa espécie utiliza sua peçonha tanto para a defesa quanto para a 

proteção do ninho, e suas principais fontes de alimento consistem em uma variedade 

de insetos em estágios larvais. No geral, as presas quando capturadas, são 

transportadas até o ninho, onde são utilizadas para alimentar as crias, ou 

armazenadas para uso posterior(55).  

Em um importante estudo, Mortari et al.(56) (2005), destacou que a partir da 

desnaturação da peçonha, e quando administrada por via intracerebroventricular 

(i.c.v) em ratos, ela demonstrou capacidade de proteger os animais contra crises 

epilépticas induzidas por convulsivantes químicos, além de aumentar a latência dos 

animais que tiveram a manifestação induzida(55). Nesse sentido, e como resultado 

de modificações estruturais posteriores, foi desenvolvida a Neurovespina, que se 

mostrou seis vezes mais potente que a Occidentalina-1202, com um efeito 

antiepilético dose-dependente, além de se mostrar capaz de atravessar a barreira 

hematoencefálica. Em um estudo para avaliar o número de neurônios hiper-reativos 

após a indução de crise epiléptica, observou-se um efeito inibitório do tratamento 

com a Neurovespina, o que indica também um efeito neuroprotetor indireto, pois foi 

capaz de impedir a hiperexcitação e a morte de neurônios em decorrência da 

excitotoxicidade glutamatérgica(20).  

Ademais, outro trabalho testou pela primeira vez o efeito antiparkinsoniano 

e neuroprotetor do peptídeo, verificando que a Neurovespina foi capaz de reduzir a 

descoordenação motora e perda de neurônios imunorreativos para a enzima Tirosina 

Hidroxilase (TH) em camundongos, demonstrando ser uma importante ferramenta 

potencial para o entendimento de doenças neurodegenerativas como a DP e como 

fármaco modelo para o desenvolvimento de novas moléculas neuroativas (57).   
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Figura 2 - Fórmula estrutural do peptídeo Neurovespina. Massa molecular de 1208,53 Da e nove 

resíduos de aminoácidos: PyrE-Q-M-W-A-V-F-W-M-NH2. Retirado de Campos(58), (2016). 

 

 

1.5 NANOTECNOLOGIA NA ENTREGA DE FÁRMACOS 

 

 

A nanotecnologia é aplicada em diversas áreas da ciência com o intuito de 

trazer a nanoescala para produtos já existentes nas escalas micro e macro. A 

comunidade científica e industrial tem grande interesse na utilização da 

nanotecnologia nos setores de cosmetologia(58), alimentício(59), agrícola(60), 

farmacêutico(61), biomedicina(62) entre outros. Assim, o uso da nanotecnologia tem 

diversas vertentes, incluindo a alteração dos meios de administração, aumento da 

eficiência, proteção contra degradação, aumento da solubilidade, formulações 

inéditas, entre outras tantas possibilidades farmacológicas(62). Dessa forma, tais 

potencias de aplicação podem ser alcançados através da utilização de diferentes 

técnicas e ramos da nanotecnologia, como nanoemulsões, nanopartículas, 

nanofilmes, nanocompósitos, nanofibras, entre outros(63). Assim, os nanossistemas 

apresentam ser um caminho alternativo que possibilitam alterações significativas nas 

características físico-químicas de fármacos, gerando distintas possibilidades de 

aplicação e administração. 

Alguns estudos já descreveram o uso de diversos nanossistemas para a 

entrega de fármacos ao sistema nervoso central, onde se destacam a L-DOPA 

(precursor da dopamina)(64,65); doxorubicina(66); rotigotina(67), dopamina(68–70). 

Diversas variedades de nanocarreadores já demonstraram capacidade de 

melhorar o perfil de liberação de um fármaco, permitindo seu transporte para o local 
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específico, a fim de garantir sua atividade terapêutica com segurança máxima. Entre 

esses nanocarreadores, são comumente utilizados os lipossomas; as nanopartículas 

lipidicas sólidas; os dendrímeros; nanopartículas poliméricas; entre outros(71) (figura 

3).  

 

	
Figura 3 - Ilustração representativa de alguns exemplos de sistemas de entrega de fármacos 

baseados em nanotecnologia. Retirado de Lima LS & Mortari MR(72), 2021 (com adaptações). 

 

 

Como exemplo, as nanopartículas poliméricas podem ser definidas como 

substâncias sólidas com dimensões que variam entre 10 e 1000 nm, possuindo uma 

notável capacidade de dissolver, encapsular, absorver ou incorporar tanto fármacos 

hidrofílicos quanto lipofílicos. Além disso, essas nanopartículas têm a capacidade de 

modular tanto o tempo de liberação quanto a quantidade do fármaco disponível no 

local de ação, otimizando assim o transporte através das membranas biológicas(72).  

Neste trabalho, as nanopartículas poliméricas foram desenvolvidas a partir da 

quitosana, um biopolímero obtido a partir da quitina um dos polímeros mais 

abundantes na natureza. Podemos encontrá-la nas microfibrilas cristalinas que 

formam os componentes estruturais do exoesqueleto dos artrópodes, como insetos 

e crustáceos, em alguns moluscos ou nas paredes estruturais dos fungos e das 

leveduras. Adicionalmente, pode-se mencionar que a quitosana possui propriedades 

farmacêuticas como biocompatibilidade, biodegradabilidade, e não toxicidade; que 

fazem deste polímero um material com bom potencial para preparação de 

biomateriais(73,74). 

Em suma, evidencia-se que os sistemas nanotecnológicos tem grande 

potencial de favorecer o uso de peptídeos como fármacos, devido a diversos 

desafios enfrentados por esse grupo de moléculas. Em sua forma livre, os peptídeos 

frequentemente apresentam baixa disponibilidade, incluindo a presença de 
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mecanismos protetores, como a barreira hematoencefálica, além da degradação dos 

peptídeos por proteases endógenas e as desvantajosas propriedades físico-

químicas dos próprios fármacos(75–77). 

Assim, conclui-se que as nanotecnologias representam uma ferramenta 

poderosa para otimizar o uso de peptídeos como fármacos, superando os desafios 

associados à sua administração na forma livre, abrindo novas perspectivas para o 

desenvolvimento de terapias mais eficazes e direcionadas. Portanto, o presente 

trabalho visa aprimorar a distribuição e aumentar a biodisponibilidade da 

Neurovespina no tecido cerebral, explorando uma estratégia de 

nanoencapsulamento e via de administração.  
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2 OBJETIVO GERAL  
 
 

Comparar o perfil neuroprotetor e antiparkinsoniano do peptídeo 

Neurovespina na forma livre e associada a um sistema de liberação de fármacos em 

nanopartículas em um modelo murino da DP. 
 

 

2.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
 

• Avaliação do efeito da Neurovespina e do nanossistema na perfomance 

motora no RotaRod nos camundongos após lesão intraestriatal unilateral por 

6-OHDA; 

• Avaliação do efeito da Neurovespina e do nanossistema no teste de 

assimetria nos camundongos após lesão intraestriatal unilateral por 6-OHDA; 

• Avaliação do efeito neuroprotetor da Neurovespina e do nanossistema pela 

quantificação de neurônios dopaminérgicos com imuno-marcação por anti-

tirosina hidroxilase (anti-TH); 

• Avaliação do efeito antiparkinsoniano e neuroprotetor da Neurovespina e do 

nanossistema, sob a via de administração subcutânea; 
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3 MÉTODO 
 

 

3.1 BIOENSAIOS 

 
 

Foram investigados 30 camundongos (Mus musculus) Swiss fêmeas com 

massa corporal entre 17 e 25 g, com 6 a 8 semanas de vida, provenientes do Biotério 

do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade de Brasília. Os camundongos 

foram mantidos em temperatura em torno 25ºC e umidade de 55% controladas em 

ciclo claro/ escuro de 12h. Os animais foram armazenados em grupo de cinco, ou 

dez (dependendo do tamanho da caixa) e o alimento ad libitum durante todo o 

período experimental.  

Todos os procedimentos com os animais foram desenvolvidos seguindo os 

Princípios Éticos na Experimentação Animal do Conselho Nacional de Controle de 

Experimentação Animal (CONCEA), a Lei Arouca (Lei 11.794/2008), e realizados 

mediante aprovação do projeto pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA-

UnB), de protocolo nº 032/2020 (Anexo 1).  

 

 

3.2 NEUROCIRURGIA 

 

 

Para indução de hemiparkisonismo nos camundongos foi realizada uma 

cirurgia estereotáxica (figura 4) visando a infusão unilateral do composto neurotóxico 

6-OHDA (Sigma-Aldrich®) no estriado dos animais, conforme protocolo adaptado de 

da Conceição et al.(78) (2010). Os animais foram anestesiados com cetamina 

(Dopalen, Ceva®, 75 mg/kg i.p.) e Xilazina (Anasedan, Ceva®, 15 mg/kg i.p) e 

fixados a um estereotáxico (Insight Equipamentos®). Em seguida, foi realizada 

assepsia com iodopovidona na região superior da cabeça dos sujeitos e administrada 

uma injeção local de cloridrato de lidocaína com hemitartarato de norepinefrina 

(Lidostesim® 3%, Destsply Pharmaceutical®, via s.c.) seguida de exposição do 

crânio dos animais para realização das medições estereotáxicas. O ponto de 

perfuração da área do estriado seguiu as seguintes coordenadas estereotáxicas em 
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relação à linha do bregma: +1,0 mm (anteroposterior), -1,8 mm (medio-lateral) e –

3,5 mm (dorso-ventral), com base no atlas de Franklin e Paxinos (2019). Após a 

aferição das coordenadas citadas, foi realizado um orifício para a inserção de uma 

agulha de 0,3 mm de diâmetro ligada a uma seringa Hamilton e acoplada a uma 

bomba de infusão, sendo feita assim a administração da 6-OHDA (4 μl, 10 μg base 

livre/μl em solução salina 0,9% e ácido ascórbico 0,2%) a uma taxa de 0,5 μl por 

minuto. Após o termino da infusão, a agulha foi mantida no local por quatro minutos 

adicionais com o objetivo de permitir a difusão do composto sem extravasamentos.  

 

 

	
Figura 4 - Cirurgia estereotáxica em um sujeito do experimento. O circulo na imagem apresenta o 

alinhamento da agulha em relação ao bregma para a realização das medidas estereotáxicas. 

 

 

3.3 CUIDADOS PÓS-OPERATÓRIOS 

 

 

Com intuito de reduzir a morbidez e a mortalidade dos indivíduos em 

decorrência do déficit motor causado pela cirurgia, foi seguido um protocolo de 

cuidados pós-operatórios adaptado de Smith & Heuer(79) (2011). Nos três primeiros 
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dias após a cirurgia, os animais receberam injeção de 200 μl de soro fisiológico com 

5% de glicose por via i.p. para evitar a desidratação dos animais. Também foi 

oferecido um suplemento alimentar de aminoácidos e vitaminas, contendo: colágeno 

hidrolisado, pantotenato de cálcio, cloreto de colina, vitamina B6, frutose, dextrose, 

L-triptofano, L-carnitina, L-lisina, vitamina B1, vitamina B12, levedura inativada, DL-

metionina, cisteína, betaína, vitamina C, ácido nicotínico, taurina, L-glutamina, 

extrato de alcachofra, inositol, maltodextrina, benzoato de sódio, metilparabeno, 

goma xantana, aroma de baunilha e água (Glicopan Gold®). Além disso, a ração foi 

macerada em água e disponibilizada aos animais em pequenos frascos dentro das 

caixas, facilitando a alimentação e evitando-se, assim, a desnutrição dos animais e 

perda excessiva de peso. Ao término do procedimento, os animais foram mantidos 

no biotério do Instituto de Ciências Biológicas da UnB sob as condições 

anteriormente relatadas. 

 

 

3.4 PROTOCOLO EXPERIMENTAL 

 
 

Para a avaliação da atividade antiparkinsoniana do peptídeo e do 

nanossistema, foi estabelecido um protocolo de 8 dias desde a lesão com 6-OHDA 

até o último dia de experimento, no qual os animais foram eutanasiados. Durante 

todo o período do protocolo experimental, foram realizados os tratamentos dos 

animais com o peptídeo Neurovespina; com os nanossistemas; ou os devidos 

controles. A avaliação do comprometimento motor no equipamento RotaRod, e 

avaliação no teste de assimetria foram realizados no 3º, 5º e 7º dia de experimento. 

O dia da cirurgia foi intitulado D0, o dia 24h após a cirurgia foi intitulado D1 e assim 

sucessivamente, conforme desenho experimental (figura 5). 
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Figura 5 - Desenho experimental evidenciando as etapas do trabalho e o regime de tratamento 

utilizado. 

 

 

Foram utilizados quatro grupos experimentais (tabela 1), sendo que três 

deles tiveram a lesão induzida por 6-OHDA e receberam como tratamento: (a) o 

peptídeo Neurovespina livre na dose de 4 mg/kg (duas vezes por dia); (b) o peptídeo 

encapsulado no nanossistema (20 μg/animal); e (c) a solução veículo (salina 0,9%), 

sendo o grupo controle lesão. O último grupo foi submetido à cirurgia, porém, ao 

invés de 6-OHDA, recebeu infusão estriatal somente da solução veículo (salina 

0,9%) e tratamento com a mesma solução via s.c., representando um controle do 

modelo experimental (sham). Todas as administrações foram por via s.c., e em um 

volume total de 150 μl por animal. Todos os tratamentos começaram no dia 0 (D0) 

após uma hora de término da cirurgia. 

 
Tabela 1 – Número de sujeitos utilizados e compostos administrados por via intraestriatal ou por via 

subcutânea (tratamento) de acordo com cada grupo experimental. 

Grupo Experimental nº Sujeitos Infusão estriatal Tratamento (s.c.) 

Controle lesão 7 6-OHDA NaCl 0,9% 

Neurovespina 7 6-OHDA Neurovespina livre (4mg/kg) 

NANONeuro 8 6-OHDA Nano+Neurovespina (20μg/animal) 

Sham 8 NaCl 0,9% NaCl 0,9% 
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3.5 PREPARO DO PEPTÍDEO E NANOSSISTEMA 

 
 

O peptídeo Neurovespina foi sintetizado pela empresa Biointech 

Biotecnologia Ltda, com pureza atestada pelo Laboratório de Neurofarmacologia da 

Universidade de Brasília. O desenvolvimento dos nanossitemas, caracterização e 

estabibidade (nanoemulsão + Neurovespina) foram realizados pelo Laboratorio de 

Nanobiotecnologia da UnB e a análise morfológica no Laboratório Central de 

Microscopia Eletrônica (LMCE) da UnB.  

 
 
3.6 COMPROMETIMENTO MOTOR 

 
Para a avaliação de alterações comportamentais motoras após a lesão por 

6-OHDA, foram utilizados dois testes: o teste de performance motora (RotaRod) e o 

teste de assimetria (teste do cilindro). 

 

 

3.6.1 Teste de performance motora  
 

 

No teste de performance motora foi utilizado o equipamento denominado 

RotaRod (Insight Equipamentos®, Brasil). Este equipamento consiste em um cilindro 

de 60mm de diâmetro, com rotação a uma velocidade crescente de 4 a 41rpm, no 

qual o animal deve se manter caminhando para permanecer no topo do cilindro, 

permitindo assim quantificar déficits na atividade motora em termos da latência de 

queda (tempo desde o posicionamento do animal no equipamento até sua eventual 

queda) após a lesão por 6-OHDA. Espera-se que animais sadios permaneçam mais 

tempo caminhando no aparelho que animais com descoordenação motora induzida 

pela infusão de 6-OHDA. Os animais foram treinados no aparelho RotaRod durante 

3 dias consecutivos, onde realizaram três ciclos de cinco minutos de caminhada, com 

um intervalo de quinze minutos entre cada ciclo para descanso dos animais. 

Finalizado o treinamento (e um dia antes da cirurgia, ou dia -1) os animais foram 

selecionados por meio de um pré-teste, na qual realizaram novamente os três ciclos 
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de cinco minutos de caminhada, onde ao final foi calculada a média aritmética dos 

tempos. Somente os animais capazes de permanecer por pelo menos 150 segundos 

na barra giratória foram submetidos à cirurgia.  

A latência de queda (usada como medida de descoordenação motora) 

consiste da média de três registros diários no RotaRod em intervalos de quinze 

minutos entre cada medição, sendo realizadas nos dias D3, D5 e D7 do estudo. É 

considerada como latência máxima a permanência de cinco minutos (300 segundos). 

Para animais que permaneceram por mais que esse tempo, a latência é considerada 

como máxima e estes são retirados do aparelho.  

 
 
3.6.2 Teste de assimetria 
 

 

  No teste de assimetria (teste do cilindro) foram avaliados deficits unilaterais 

no uso voluntário dos membros anteriores. Neste ensaio, foi utilizado um Becker de 

vidro de 2 L, com diâmetro de 131 mm de base e 181 mm de altura. O teste consistiu 

em calcular o numero de contatos dos membros anteriores dos animais com a 

parede do cilindro, usando o membro ipsilateral (membro localizado no mesmo lado 

do hemisfério cerebral onde estava a lesão), o contralateral (membro oposto ao lado 

lesionado), e ambos os membros (simultaneamente), durante 10 minutos. 

Entretanto, o sujeito precisava se apoiar apenas nos membros posteriores para que 

o contato fosse contabilizado. Os animais foram filmados por meio de uma câmera 

acoplada a um computador, e as imagens foram posteriormente analisadas e as 

contagens realizadas. Para a realização deste teste os animais não foram 

habituados, o que permite maior exploração e torna o teste mais fidedigno. 

  O teste foi realizado nos dias D3, D5 e D7 do experimento (e após 10 min de 

descanso), logo depois que terminavam o teste no RotaRod. Assim, foi avaliado um 

escore de assimetria, somando o número de contatos realizados com o membro 

ipsilateral, mais a metade do número de contatos com os dois membros, dividido 

pelo somatório do número de toques com o membro ipsilateral, mais o membro 

contralateral, e com os dois membros, multiplicado por 100 (Figura 6). Desta forma, 

foi estabelecido um percentual de assimetria geral, onde um resultado de 50% indica 

que o animal explora simetricamente o ambiente com ambos os membros. As 
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pontuações mais altas (>50%) demonstram que o sujeito usa mais o membro 

ipsilateral (do lado sadio), e as pontuações mais baixas (<50%) refletem uma maior 

utilização do membro localizado no lado lesionado(80,81). Por ser simples e 

eficiente, o teste do cilindro é amplamente utilizado em modelos unilaterais da DP, 

uma vez que lesões em um hemisfério cerebral induzem um menor uso do membro 

contralateral (82,83). 

 

 

 
Figura 6 - Equação utilizada para calcular o percentual de assimetria geral dos sujeitos no teste do 

cilindro. Retirado de Woodle et al (81). 

 
 
  Além disso, com o teste do cilindro também foi calculado o percentual de toque 

de ambos os membros, registrando o numero de toques que o sujeito fez com a 

parede do cilindro utilizando os dois membros simultaneamente, dividido pela soma 

do número de contatos com a parede do cilindro com o membro ipsilateral, mais o 

contralateral, mais os dois membros anteriores. Os camundongos saudáveis devem 

ter um desempenho de em média 50% neste ensaio (81-85)(figura 7).  

 
 

	
Figura 7 - Equação utilizada para calcular o percentual de uso de ambos os membros. Retirado de 

Sharllet T, Tillerson JL (85). 

 

 

3.7 EUTANÁSIA E SECÇÃO CEREBRAL  

 

 

  Finalizados os testes comportamentais, os sujeitos foram eutanasiados com 

tiopental sódico (Thiopentax, Cristália®; 60mg/kg de animal) e perfundidos por via 
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transcardíaca com 0,9% de NaCl e em seguida com formaldeído 4%. Logo após, os 

encéfalos dos animais foram removidos com auxílio de pinça, tesoura, e alicate e 

colocados em solução de formaldeído 4% até a total fixação do tecido. Após o 

período de fixação, os encéfalos foram colocados em solução de sacarose 30% por 

48h e em seguida foram feitos cortes coronais de 30μm de espessura em criostato 

semiautomático (Histo-Line Laboratories® MC-4000). Foram selecionados cortes 

região do estriado (0,26 a 0,50 mm em relação ao Bregma) e da substância negra (-

3,64 a -3,16 mm em relação ao Bregma). Cortes adicionais do local da inserção da 

agulha para infusão de 6-OHDA também foram coletados para verificar o correto 

posicionamento da mesma durante a cirurgia. Os cortes foram estocados em solução 

anticongelamento (30% glicerina e 30% etilenoglicol) a 4ºC até o momento da 

marcação das células. 

 

 

3.8 AVALIAÇÃO IMUNO-HISTOQUÍMICA 

 

 

 A análise dos neurônios do estriado e da substancia negra foi realizada por 

meio da imuno-marcação de anti-tirosina hidroxilase (anti-TH), uma enzima 

importante para a síntese de catecolaminas, presente dos neurônios 

dopaminérgicos. De cada sujeito foram separados três cortes, tanto do estriado 

quanto da SN. Inicialmente, os tecidos foram retirados da solução de 

anticongelamento e lavados três vezes com tampão fosfato-salina (Phosphate 

Buffered Saline – PBS; NaCl 137mM, KCl 2,7mM, NaHPO42H2O 10mM), por cinco 

minutos. Em seguida, os cortes foram incubados em solução de peróxido de 

hidrogênio 3% (H2O2) por trinta minutos. Após duas lavagens de trinta minutos com 

solução de PBS contendo 0,8% de Triton X-100 ([C14H22O(C2H4O)n]-Sigma-Aldrich®) 

para permeabilização das células, ocorreu a incubação com Protein Block (1% BSA, 

10% leite desnatado, 0,3M de glicina e 0,3% Triton X-100) por mais trinta minutos, 

para bloqueio de proteínas inespecíficas. Após esse período, os tecidos foram 

incubados com o anticorpo primário de coelho (ab112; abcam®) (1:1000) por 48 

horas a 4ºC em agitação constante. Ao fim desse período, os cortes foram lavados 

com PBS por duas vezes durante 15 minutos cada, e incubados com o anticorpo 

secundário anti-coelho (ab150077; abcam®) (1:400) à temperatura ambiente, por 
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duas horas e em agitação constante. Em seguida, os cortes foram lavados 

novamente (por duas vezes) com PBS, durante quinze minutos, e incubados à 

temperatura ambiente com o complexo peroxidade (PAP), em agitação constante, 

por uma hora e trinta minutos. Ao término dessa etapa, os cortes foram lavados com 

PBS por duas vezes de quinze minutos, e então foram incubados com DAB 0,06% 

(3,3’ diaminobenzidina, 99% [(NH2)2C6H3C6H3(NH2)2]-Sigma-Aldrich®) em agitação 

constante, e temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida, todo o DAB foi 

retirado e foi adicionado uma solução de DAB + H2O2 (3%). Por fim, os cortes foram 

lavados 3 vezes com PBS e fixados em lâminas de microscopia para posterior 

analise. 

 A observação das lâminas foi realizada através de microscópio óptico (Leica® 

DM2000). Na análise da VTA e Sustância Negra, os neurônios marcados com anti-

TH (THr) foram contados manualmente com o auxilio do programa ImageJ (National 

Institute of Heath-NIH) a partir de fotos coletadas com aumento de 200x. O 

hemisfério cerebral oposto a cirurgia (contralateral ou sadio), foi utilizado somente 

como controle interno para lado lesionado (ipsilateral), resultando em uma 

porcentagem de neurônios THr remanescentes, utilizando-se a seguinte fórmula: 

(quantidade de neurônios do lado ipsilateral/ quantidade de neurônios do lado 

contralateral) x 100. Além disso, a contagem dos neurônios foi realizada somente 

nas células neuronais com citoplasma bem definido, integro e com boa coloração, 

além de possuir contorno da região nuclear bem visível, conforme figura 8. 

 

 
Figura 8 - Exemplo de neurônios THr, em aumento de 400x, definido com viável para contagem de 

células. Barra de escala em 20μm.  
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Para a análise do estriado, foram capturadas imagens dessa região em 

aumento de 40x e selecionadas regiões de interesse (RI), sendo em seguida medido 

o valor médio de cinza (VC) utilizando o mesmo programa computacional já citado 

utilizando o cálculo de Densidade Ótica (DO) seguindo a fórmula de Palha et al(86) 

(2002).  

 

 

3.9 ANÁLISE DE DADOS 

 

 

 Para análise dos dados foi utilizado o Software GraphPad Prism 9 (San Diego, 

CA), e os valores estatisticamente significantes foi considerado p<0,05.  
Para comparações envolvendo mais de dois grupos foi utilizada a análise de 

variância (ANOVA) de uma via, seguido do teste de Tukey, para distribuições 

normais de variância semelhante, considerando-se significativos os valores de 

p<0,05. Os resultados com distribuição normal e com duas variáveis foram 

submetidos ao teste de análise de variância para múltiplas repetições (two-way 

ANOVA), sendo utilizado o Bonferroni como post-hoc. A “two-way” ANOVA também 

foi utilizada para comparar a quantidade de neurônios THr da SNPc e da VTA entre 

o lado ipsilateral e o lado contralateral dentro de cada grupo, bem como na análise 

de Densidade Ótica do estriado. Já a porcentagem de neurônios THr remanescentes 

e a porcentagem de DO foram analisados por meio do teste Kruskal-Wallis seguido 

do pós-teste de Dunn. Todos os gráficos foram expressos em termos da média e do 

erro padrão da média (EPM). 
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4 RESULTADOS 
 

 

4.1 AVALIAÇÃO DO COMPROMETIMENTO MOTOR 

 

 

A avaliação do comprometimento motor foi realizada pela média de três ciclos 

de, no máximo, 300 segundos, em 3 dos 8 dias do protocolo experimental. Todos os 

animais utilizados foram selecionados de forma que somente aqueles capazes de 

permanecer no mínimo 150 segundos no RotaRod foram conduzidos à cirurgia (D0). 

72 horas depois da cirurgia, todos os animais com lesão por 6-OHDA apresentaram 

significativa redução na latência de queda. Foi possível perceber também, que nos 

animais do grupo Controle lesão a latência de queda se manteve abaixo dos demais 

durante todo o experimento, enquanto nos animais tratados com a Neurovespina na 

forma livre apresentaram melhora estatisticamente significativa em seu desempenho 

no equipamento, indicando efeito positivo do tratamento (figura 9). Os animais 

tratados com a Neurovespina nanoencapsulada (NANONeuro) não apresentaram 

diferença estatística significativa no desempenho . A partir da avaliação pela ANOVA 

de duas vias para medidas repetidas foi possível observar diferença significativa 

tanto no efeito do dia [F(3, 100)= 11,00; p<0,0001] quanto por efeito do tratamento [F(3, 

100)= 17,37; p<0,0001], entretanto, não foi observada diferença estatística 

significativa na interação entre os dois [F(9, 100)= 1,249; p<0,2745].  
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Figura 9 - Avaliação do comprometimento motor em termos da latência de queda (% em relação ao 

máximo) no pré-teste, e nos 3 dias do ensaio após a cirurgia (D0). Análise estatística feita por ANOVA 

de duas vias com pós-teste de Dunnett. Resultados expressos como média ± EPM. Diferenças 

significativas em comparação com o Controle lesão. Sham: ++++= p<0,0001; Neurovespina: *= 

p<0,001. Diferença significativa em comparação com o grupo Sham. NANONEuro: # = p<0,05. 

 

 

 A partir do primeiro ensaio comportamental no RotaRod (D3) até o final do 

experimento, observou-se diferenças significativas entre a latência do grupo Sham e 

do grupo controle Lesão com p<0,0001. Quanto ao grupo tratado com a 

Neurovespina, nos dois dias seguintes de ensaio foi observada diferença significativa 

em comparação com o grupo controle lesão, com latência média apresentando valor 

de p<0,001 em D3 e D5. Já no terceiro dia de experimento houve uma redução da 

latência de queda. Os sujeitos do grupo NANONeuro divergiram significativamente 

apenas com os do grupo Sham ao logo dos três dias de ensaio, e quando 

comparados separadamente, no D3 (NANONeuro) com D3, D5, D7 (do grupo Sham), 

obtiveram-se valores de p=0,0436; 0,0102; e 0,0235, respectivamente. 

 A partir da análise do tempo médio de latência de queda, foi possível observar 

o desempenho motor dos animais ao longo de todo o experimento. A ANOVA de 

uma via mostrou diferença significativa com média de F(3, 25) = 5,800 e p =0,0038, 

apenas entre o grupo Sham e o grupo Controle lesão (figura 10).  
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Figura 10 - Análise do tempo médio de latência de queda (% em relação ao tempo máximo) nos quatro 

grupos experimentais do trabalho. Análise estatística feita por “one-way” ANOVA seguida do pós-

teste de Tukey. Resultados expressos como média ± EPM. Diferença estatística significativa em 

comparação com o controle lesão. * p = 0,0012. 

 

 

4.2 AVALIAÇÃO DA ASSIMETRIA  

 

 

  Para avaliação da assimetria nos sujeitos foi utilizado o teste do cilindro em 

três tempos diferentes, nos dias 3, 5 e 7 do experimento. Quando analisados por 

meio da média dos diferentes dias de ensaio, o coeficiente de assimetria não 

apresentou diferença estatística significativa entre os grupos (Figura11)  

 

	
Figura 11 - Análise comparativa entre os coeficientes de assimetria nos quatro grupos experimentais 

do trabalho. Análise estatística feita pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do pós-teste de Dunn. 

Resultados expressos como média ± EPM. Não foi encontrada diferença estatística significativa entre 

os grupos. 
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  Além disso, foi calculado o percentual total de toque de ambos os membros 

simultaneamente na parede do cilindro do ensaio, onde todos os grupos de 

experimento apresentaram diferença estatística significativa quando comparadas 

com o grupo Sham com valor de F(3, 21) = 6,756 e p =0,0023 (figura 12). Contudo, não 

foi observada diferença estatística significativa nos grupos Neurovespina e 

NANONEuro quando comparados com o grupo Controle lesão. 

 

	
Figura 12 - Avaliação do percentual de toques na parede do cilindro utilizando ambos os membros 

simultaneamente. Análise estatística feita por “one-way” ANOVA seguida do pós-teste de Tukey. 

Resultados expressos como média ± EPM. Diferenças significativas em comparação com o grupo 

Sham. Controle lesão (+): p= 0,0097; Neurovespina (*): p=0,0313; NANONeuro (#): p=0,0035. 

 

 

4.3 ESTIMATIVA DO NÚMERO DE NEURÔNIOS  

 

 

Os neurônios foram contados manualmente após imuno-histoquímica anti-TH 

e análise em microscopia. Primeiramente, foi avaliada a diferença do número total 

de neurônios da região da Área Tegumentar Ventral (VTA) com os da Substância 

Negra pars compacta (SNpc), entre o lado ipsilateral e o lado contralateral dentro de 

cada grupo experimental, e, em seguida, apenas células da SNpc. 

Na contagem da VTA+SNpc, o grupo controle lesão e o grupo NANONeuro 

apresentaram diferença estatística significativa no número de células neuronais 

quando comparados os dois lados encefálicos. A partir da avaliação da ANOVA de 

duas vias foi possível observar diferença significativa tanto nos efeito do tratamento 

[F(3, 36)= 5,518; p=0,0032] quanto no número de células dos lados encefálicos [F(1, 
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36)= 19,43; p<0,0001], bem como na interação entre os dois [F(3, 36)= 5,269; p=0,0041] 

(Figura 13).  

 

 
Figura 13 - Comparação entre a quantidade de neurônios THr na VTA+SNpc do lado ipsilateral 

(lesionado) e lado contralateral (sadio) do encéfalo, em cada grupo experimental. Análise estatística 

feita por ANOVA de duas vias com pós-teste de Bonferroni. Resultados expressos como média ± 

EPM. * p=0,0094; ** p=0,0018. 

 

 

Em seguida, foi calculada a porcentagem de neurônios THr remanescentes 

da VTA+SNpc tomando-se por base o lado do hemisfério contralateral à lesão, sendo 

que as porcentagens médias de cada grupo foram comparadas pelo teste de 

Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn (figura 14). Diferença estatística 

significativa foi observada nos grupos controle lesão e NANONeuro, quando 

comparados com o grupo sham. 

 

	
Figura 14 - Avaliação da porcentagem de neurônios THr remanescentes na VTA+SNPc em relação 

ao lado contralateral do hemisfério (sadio) dos grupos de tratamento avaliados. Análise estatística por 
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Kruskal-Wallis seguido de pós-teste de Dunn. Resultados expressos como média ± EPM. Diferença 

estatística significativa em comparação com o grupo sham. *p=0,0193; **p=0,0018. 

  

 

Quando avaliado o número de células neuronais THr apenas da região da 

SNPc, entre o lado ipsilateral e contralateral da lesão, novamente houve diferença 

estatística significativa entre os grupos controle lesão e NANONeuro. A partir da 

avaliação da ANOVA de duas vias foi possível observar diferença significativa tanto 

nos efeito do tratamento [F(3, 36)= 5,425; p=0,0035] quanto no número de células dos 

lados encefálicos [F(1, 36)= 23,86; p<0,0001], bem como na interação entre os dois 

[F(3, 36)= 4,120; p=0,0131] (figura 15).  

 

	
Figura 15 - Comparação entre a quantidade de neurônios THr na SNpc do lado ipsilateral (lesionado) 

e lado contralateral (sadio) do encéfalo, em cada grupo experimental. Análise estatística feita por 

ANOVA de duas vias com pós-teste de Bonferroni Resultados expressos como média ± EPM. * 

p=0,0001; ** p=0,0020. 

 

 

Além disso, foi calculada a porcentagem de neurônios THr remanescentes 

apenas da SNpc e tomando por base o lado do hemisfério contralateral à lesão. As 

porcentagens médias de cada grupo foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis 

seguido pelo teste de Dunn (figura 16). Foi possível observar diferença estatística 

significativa nos grupos controle lesão e NANONeuro, quando comparados com o 

grupo Sham. 
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Figura 16 - Avaliação da porcentagem de neurônios THr remanescentes na SNpc, em relação ao lado 

contralateral do hemisfério (sadio), dos grupos de tratamento avaliados. Análise estatística por 

Kruskal-Wallis seguido de pós-teste de Dunn. Resultados expressos como média ± EPM. Diferença 

estatística significativa em comparação com o grupo sham. *p=0,0257; **p=0,0033. 

 

 

  Um amostra das imagens obtidas para a contagem das células neuronais logo 

após a marcação imuno-histoquimica com a enzima anti-TH está mostrada na Figura 

17. As fotomicrografias representativas da VTA e SNpc de cada grupo demonstram 

visivelmente uma perda neuronal nos grupos que receberam injeção intraestriatal de 

6-OHDA, e considerável preservação de neurônios no grupo que teve administração 

de veículo, o grupo Sham (figura 17). 
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Figura 17 – Fotomicrografia das secções coronais representativas da região da Substância Negra e 

da VTA com imunomarcação de anti-tirosina hidroxilase (anti-TH) para cada um dos grupos 

experimentais. Na esquerda encontra-se o lado ipsilateral à lesão (lesionado), e o lado contralateral 

à lesão (sadio) à direita. Escala de 500 μm. Distância relativa ao bregma -3.07mm. 
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4.4 DENSITOMETRIA DE TERMINAIS TH+ NO ESTRIADO  

 

 

A partir da análise de densidade ótica do estriado foi possível investigar o grau 

de degeneração das fibras nervosas THr. A densidade ótica (DO) estriatal foi 

calculada a partir de valores de cinza obtidos com auxílio do programa ImageJ, 

sendo que foi comparada a diferença entre valor médio de DO do lado ipsilateral e 

do lado contralateral por meio do teste t-Student. À exceção do grupo Sham, todos 

os outros grupos demonstraram diferença significativa entre os lados com p<0,05 

(figura 18).  

 

 

 
Figura 17 - Comparação da densidade ótica estriatal entre o lado ipsilateral (lesão) e a do lado 

contralateral (sadio) em cada grupo experimental. Resultados expressos como média ± EPM. Análise 

estatística feita pela “two-way” ANOVA com pós-teste de Bonferroni. *= p<0,05; **=p<0,01. 

 

 

Ao analisar a porcentagem média de DO, tendo como base o lado 

contralateral, foi obtida diferença significativa entre as médias utilizando-se o teste 

de Kruskal-Wallis (X2=15,99, p<0,05). Na comparação entre cada média e o controle 

lesão, somente o grupo Sham exibiu média com p<0,05. Nenhum dos grupos 

tratados exibiu diferença significativa (figura 19).  
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Figura 18 - Avaliação da porcentagem de densidade ótica estriatal em relação ao lado contralateral. 

Análise estatística por Kruskal-Wallis seguido de pós-teste de Dunn. Resultados expressos como 

média ± EPM. Diferença significativa em comparação com o grupo controle Lesão. *= p<0,05. 

 

 

Imagens das áreas analisadas estão mostradas na figura 20. O grupo sham 

não apresentou diferença entre os lados cerebrais, mas o grupo controle lesão 

demonstrou perda acentuada das projeções dopaminérgicas estriatais no hemisfério 

injetado com 6-OHDA, como demonstrado na figura 21.  

 

 
Figura 19 - Secção coronal ilustrativa evidenciando a área utilizada (pontilhado em amarelo) para 

quantificação de densidade ótica do estriado (à esquerda), e desenho baseado no atlas de 

estereotaxia com delimitações das principais estruturas que foram utilizadas como parâmetros para 

delimitações do STR (à direita). Acb = núcleo acumbens; aca = comissura anterior; cc = corpo caloso; 

CPu (STR) = caudato putâmen (estriado); Cx = córtex cerebral; LV = ventrículo lateral. 
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Figura 20 - Fotomicrografia das secções coronais representativas da fribras estriatais marcadas com 

anti-TH utilizadas para análise da densidade ótica em cada um dos grupos experimentais. Na 

esquerda encontra-se o lado ipsilateral à lesão (lesionado), e o lado contralateral à lesão (sadio) à 

direita. Escala de 500 μm. Distância relativa ao bregma 0.61mm. Imagem transformada para escala 

de cinza através do software ImageJ. 
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5 DISCUSSÃO 
 

 

No presente trabalho, testamos pela primeira vez a hipótese de que o 

tratamento com o peptídeo sintético Neurovespina associado a um nanossistema 

(grupo NANONeuro) - além de o comparar com sua forma livre - poderia exercer 

funções neuroprotetoras e antiparkinsonianas em modelo murino da DP induzido por 

6-OHDA. Para tal, investigamos os efeitos do tratamento do peptídeo 

nanoencapsulado (e em sua forma livre) sobre o grau de degeneração da via 

nigroestriatal; a capacidade motora e assimetria dos membros anteriores; além de 

investigarmos as alterações morfológicas da SNpc. 

Quando avaliado o comprometimento motor, foi possível perceber que todos 

os animais tiveram uma redução na latência de queda logo no primeiro teste do 

equipamento RotaRod (figura 9). Além disso, foi possível observar que o tratamento 

com a Neurovespina em sua forma livre (grupo Neurovespina) resultou em um 

aumento estatístico significativo (em dois dos três dias de ensaio) na qual os sujeitos 

foram testados, ou seja, resultou em diminuição do comprometimento motor induzido 

pela toxina. Esses dados corroboram estudos anteriores de nosso grupo, indicando 

o potencial do peptídeo na redução de alterações locomotoras produzidas pela 6-

OHDA(57). Contudo, quando avaliado a ação do peptídeo nanoencapsulado no teste 

motor, não foi obtido aumento estatístico significativo. Tal resultado pode indicar que 

a entrega do peptídeo nanoencapsulado precise de um maior período de tratamento, 

uma vez que neste trabalho inicial, o protocolo estabelecido seja de 8 dias. Além 

disso, cabe destacar que em trabalhos anteriores de nosso grupo uma curva dose-

resposta já tinha sido realizada, onde a dose com melhor desempenho nos sujeitos 

foi administrada no presente estudo. 

Além disso, é importante ressaltar que a administração do nanossistema foi 

realizada através de injeção subcutânea, considerada uma via de entrega mais usual 

para a entrega de outras substâncias, como por exemplo de antígenos, uma vez que 

estes podem drenar diretamente do local da injeção para os linfonodos, onde as 

células imunocompetentes residem e onde a imunidade adaptativa é iniciada(87). Já 

para o SNC a administração de nanopartículas, em especial as estruturadas por meio 

de quitosana; o meio mais comumente utilizado é o intranasal, onde partículas 

carregadas com fármacos e com tamanho inferior a 200 nm, configura-se como uma 
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estratégia promissora para o tratamento de doenças(88). Entretanto, visando testar 

a eficácia do nanossistema em um meio de administração ainda não utilizado em 

nosso grupo, além reduzir o uso de anestésicos necessários para a administração 

intranasal da nanopartícula, este trabalho visou a utilização de um único modo de 

aplicação dos tratamentos, otimizando o tempo e avaliando a via subcutânea como 

mecanismo de administração. Vale destacar que o peptídeo Neurovespina na dose 

utilizada (4mg/kg) foi utilizada por Campos (57) e demonstrou considerável eficácia 

em reduzir o comprometimento motor em camundongos, alcançando uma latência 

média máxima (em relação à permanência total permitida aos animais no aparelho) 

de 58,8%, enquanto os sujeitos que tiveram a lesão com 6-OHDA e receberam salina 

como tratamento, tiveram apenas 8,4% de latência média máxima. No presente 

trabalho os animais que receberam o peptídeo Neurovespina apresentaram uma 

latência média máxima de 57,7%; já os animais do grupo controle lesão 

apresentaram uma porcentagem de 16,53%. Além disso, em outra pesquisa 

importante, sobre epilepsia, a Neurovespina foi capaz de diminuir a frequência, 

duração e gravidade de crises epilépticas(89). Assim, além destes resultados 

positivos, o estudo também despertou interesse na utilização da nanoemulsões 

como veículo para o neuropeptídeo neurovespina, dado que o peptídeo livre possui 

uma meia-vida estimada de 4 horas e sua administração inicialmente estudada 

requer administração na forma parenteral. 

Com relação a avaliação do teste do cilindro, não foi observada diferença 

estatística significativa quando analisados o coeficiente de assimetria (assimetria 

geral) nos sujeitos. Cabe destacar, que o teste de assimetria foi desenvolvido para 

avaliar a quantidade de movimento do animal relacionado ao uso do membro 

superior comprometido em decorrência da lesão encefálica, aqui induzida por 6-

OHDA. No cálculo de assimetria utilizado neste trabalho, todos os grupos tenderam 

a explorar o ambiente com ambos os membros anteriores de forma quase simétrica, 

onde foram obtidos valores do coeficiente de assimetria em torno de 

aproximadamente 50% (figura 11). Com exceção do grupo controle lesão, que 

apresentou um coeficiente abaixo desse valor, porém, sem significância estatística 

presente. Quando avaliada a porcentagem de toques com os dois membros 

simultaneamente na parede do cilindro, foram obtidos resultados que demonstram 

que a lesão nos grupos que receberam a 6-OHDA diminuiu a utilização de ambas as 

patas dianteiras em comparação com o grupo sham, indicando a capacidade desse 
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modelo em gerar danos motores finos, corroborando achados da literatura(80).  

Nesse sentido, é possível pontuar que algumas variações nos ensaios, além 

do uso de diferentes protocolos utilizados para calcular os valores de assimetria, e o 

não estabelecimento rotineiro deste ensaio no laboratório, podem ter prejudicado as 

comparações dos resultados obtidos aqui com publicações prévias. Porém, no que 

diz respeito a assimetria de toque no cilindro com ambos os membros, foram 

observadas respostas motoras favoráveis aos já realizados em modelos de roedores 

hemiparkinsonianos(90). Assim, destaca-se que o teste de assimetria pode ser 

sensível à uma ampla variedade de níveis de depleção de dopamina, e pode ajudar 

a entender o mecanismo de alteração motora apresentado na DP(91). 

Logo após a etapa de avaliação dos testes comportamentais, foi iniciado o 

protocolo de marcação imunohistoquimica da enzima tirosina hidroxilase, para 

avaliar a presença de neurônios dopaminérgicos na região da VTA, da SNPc e das 

projeções dopaminérgicas na região do estriado, esta, por meio de densidade ótica 

estriatal. Quando avaliados os neurônios THr remanescentes (porcentagem em 

relação ao lado contralateral) da VTA+SNpc, e os da SNpc (separada), foi observada 

diferença estatística significativa somente nos grupos NANONeuro e controle lesão, 

em relação ao controle Sham (figura 16). Contudo, cabe enfatizar que embora o 

grupo tratado com o peptídeo Neurovespina na forma livre não tenha divergido 

estatisticamente do grupo controle lesão (p=0,3362), é notória a diferença na 

quantidade de neurônios remanescentes, corroborando estudos prévios da ação 

neuroprotetora do peptídeo em neurônios dopaminérgicos, na dose administrada 

(57). Cabe destacar ainda, que Área Tegumentar Ventral (VTA) é uma região de 

interesse importante, uma vez que ela também abriga neurônios dopaminérgicos, e 

está anatomicamente próxima a SN, sendo correlacionada a comportamentos de 

recompensa e adicção (92). Além disso, ao se comparar o número de neurônios do 

lado ipsilateral com o lado contralateral a lesão (dentro de cada grupo experimental), 

os únicos grupos que não diferiram estatisticamente foram os grupos Neurovespina 

e Sham, corroborando a ação potencialmente neuroprotetora de neurônios 

dopaminérgicos por meio do neuropeptídeo (na forma livre), devido a número similar 

de neurônios apresentados entre o lado ipsilateral e contralateral do grupo citado.  

Quando realizada a análise de Densidade Ótica estriatal, foi possível perceber 

que ocorreu uma diferença estatística significativa somente entre as médias 

(porcentagem em relação ao contralateral) do grupo lesão e do grupo Sham. Dessa 
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forma, nenhum dos tratamentos parece ter resultado em maior densidade do que a 

do controle lesão. Portanto, regeneração estriatal não foi estabelecida, ou não houve 

elevação dos níveis de dopamina no estriado, indicando que a neuroproteção e a 

modesta melhora na performance motora não foi acompanhada de uma restituição 

da enzima dos terminais axonais na região do estriado. Nesse sentido, corroborando 

os resultados aqui discutidos, experimentos com lesão por 6-OHDA e infusão 

intracerebral de GNDF (fator neutrófico derivado de células da glia) foram descritos, 

e indicaram que a administração desta substância diretamente na SN acarreta em 

neuroproteção da SN, porém não desenvolve reinervação estriatal(93)(94). Assim, 

existe a hipótese de que neste trabalho possa ter ocorrido neuroproteção da SN sem 

haver benefício em seus terminais axonais. Uma outra possibilidade é variação 

durante o processamento das imagens no software. Existiu certa proximidade entre 

as regiões estriatais cujas densidades óticas foram analisadas e o local de infusão 

de 6-OHDA, o que poderia nivelar os níveis de densidade dos animais tratados 

próximos aos dos controles, já que nessa região é esperada uma maior 

degeneração. Dessa forma, a análise de diferentes regiões do estriado no sentido 

rostro-caudal poderia revelar diferentes resultados quanto a imunorreatividade 

estriatal. 

O modelo de lesão da via nigroestriatal por 6-OHDA é comumente utilizado 

acerca da neuropatologia envolvida na DP, como alterações moleculares, celulares 

e comportamentais(95,96). Além disso, é sabido que a ativação microglial representa 

importante aspecto da morte celular em decorrência da ação neurotóxica da 6-

OHDA, sendo amplamente associada à patologia da DP(97,98). Nesse contexto, a 

escolha de se utilizar um modelo que envolva injeção intraestriatal de 6-OHDA se 

faz importante também por apresentar baixa taxa de mortalidade e possuir um curso 

de degeneração gradativo e retrógrado, sendo possível testar as intervenções 

terapêuticas, na medida em que a morte neuronal e ativação glial ocorrem de 

maneira progressiva(99,100). 

Nesse sentido, alguns compostos derivados de toxinas de animais têm sido 

estudados como potenciais fármacos com efeitos neuroprotetores e 

antiparkinsoninanos, como por exemplo, a Fraternina. Esse peptídeo é extraído da 

peçonha da vespa Parachartergus fraternus com 24 resíduos de aminoácidos. O 

peptídeo Fraternina, isolado diretamente da peçonha, apresentou um efeito 

neuroprotetor dose-dependente e foi capaz de evitar a degeneração de neurônios da 
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via nigroestriatal, após a indução da DP pela administração da neurotoxina 6-OHDA 

em camundongos(101). Além disso, em outro trabalho importante, esse mesmo 

peptídeo e seus análogos estudados mantiveram o efeito antiparkinsoniano e a 

integridade dos neurônios dopaminérgicos, com ação possivelmente anti-

inflamatória(102). Outro peptídeo que tem sido avaliado como tratamento 

neuroprotetor é o Exenatide, nome dado à versão sintética do peptídeo exendina-4, 

o qual foi isolado do veneno na saliva do réptil Heloderma suspectum (conhecido 

como Monstro de Gila). O Exenatide é uma agonista do receptor GLP1r (receptor do 

peptídeo 1 similar a glucagon) e é comercialmente utilizado no tratamento de 

diabetes, sendo capaz de ultrapassar a barreira hematoencefálica e administrado 

por via subcutânea. Esse peptídeo teve demonstrada atividade neuroprotetora em 

ratos com lesão unilateral por 6-OHDA(103), estando associado a diversos 

mecanismo de ação tais como atividade neurotrófica, anti-inflamatória e pró-

mitocondrial(104). Além disso, o Exenatide foi testado em um ensaio piloto com 45 

pacientes com DP, tratados durante 12 meses, se demonstrando tolerável e bastante 

promissor como droga antiparkinsoniana(104).  

Outra peçonha de origem animal que tem sido bastante estudada é a toxina 

extraída da vespa eusocial Polybia occidentalis. Em estudo realizado por Mortari e 

colaboradores(56) com compostos da peçonha desse invertebrado, observou-se um 

efeito anti-convulsivante em modelos de crises epilépticas. A partir desses trabalhos, 

foi identificado um peptídeo neuroativo denominado occidentalina-1202, que 

desempenhou efeito anticonvulsivante em ratos(55). Nesse sentido, de Amaral(105) 

em pesquisa que testou os efeitos neuroprotetores e antiparkinsonianos da 

occidentalina-1202, relatou que o tratamento com o peptídeo foi capaz de 

desempenhar proteção em neurônios dopaminérgicos da SNpc de camundongos 

(em modelo com lesão intraestriatal por 6-OHDA) de maneira suficiente para 

melhorar o desempenho motor dos animais de forma progressiva, apresentando boa 

tolerabilidade quando administrada por via subcutânea. Além disso, uma 

característica que tornou o peptídeo ainda mais interessante é a sua capacidade de 

ultrapassar a barreira hematoencefálica(105). 

O peptídeo sintético Neurovespina é modificado a partir da Occidentalina - 

1202, entretanto, permanece desconhecido o seu mecanismo de ação, existindo 

várias possibilidades para o seu efeito em diversos alvos moleculares(55). Contudo, 

devido a inexistência de tratamentos comprovadamente neuroprotetores aprovados 
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para o tratamento de portadores da patologia, experimentos que visam a identificar 

novas substâncias com perfil neuroprotetor são de extrema importância para o 

desenvolvimento de novas estratégias para o tratamento da DP. Dentro deste 

contexto, compostos derivados de toxinas de animais, tal como a Neurovespina, 

representam uma diversa gama de possibilidades. Além disso, o neuropeptideo 

Neurovespina já tem patenteado (e em fase de testes) seu uso para tratamento em 

epilepsia canina, demonstrando uma variedade de aplicações, e podendo apresentar 

variado espectro de indicações no futuro. Por outro lado, o peptídeo 

nanoencapsulado está em fases iniciais de pesquisa e já apresenta um elevado 

potencial de atividade.  

Em trabalho recente e ainda não publicado de nosso grupo, o peptídeo livre 

foi comparado ao nanoencapsulado em um modelo de epilepsia do lobo frontal, e 

ambos apresentaram redução significativa na frequência das crises espontâneas e 

recorrentes (CER), ao longo de todo o período do estudo. Acredita-se que existe um 

possível aumento do tempo de ação do peptídeo quando associado a nanoemulsão 

carreadora, demonstrando tratamento potencialmente mais eficaz e confortável para 

esse modelo de epilepsia resistente a fármacos.  
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6 CONCLUSÃO 
 

 

Os resultados obtidos demonstram que Neurovespina em sua forma livre foi 

capaz de diminuir o comprometimento motor avaliado no teste do RotaRod induzido 

pela toxina 6-OHDA, corroborando com estudos anteriores. Porém, não foi possível 

observar diferença significativa na diminuição do comprometimento motor no 

RotaRod no grupo tratado com a Neurovespina nanoencapsulada, embora possa ter 

indícios de melhora substancial ao longo dos dias de tratamento. 

Não foi observada diferença significativa entre os grupos quando avaliado o 

coeficiente de assimetria (teste do cilindro), apesar do grupo Controle lesão (6-

OHDA) ter demonstrado menor porcentagem de toques com ambas as patas quando 

comparado com o grupo Sham. 

 A comparação da presença de neurônios imunorreativos anti-TH podem 

indicar uma possível neuroproteção do grupo tratado com o peptideo Neurovespina 

em sua forma livre, quando avaliado o lado cerebral lesionado com o sadio. 

Os resultados obtidos com a Neurovespina (em sua forma livre) e a 

Neurovespina associada a um nanossistema carreador no modelo murino da Doença 

de Parkinson por infusão intraestriatal de 6-OHDA, apontam para um potencial efeito 

neuroprotetor e antiparkinsoniano do neuropeptídeo. Assim, estudos adicionais com 

a Neurovespina nanoencapsulada em roedores (e futuramente em outras espécies 

experimentais) se tornam essenciais, em especial para estabelecer o melhor meio 

de administração, elucidar o seu mecanismo de ação, e para a avaliação de novos 

regimes de tratamento que aumentem a biodisponibilidade do peptídeo em 

diferentes protocolos.  
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