Universidade de Brasilia
Instituto de Ciéncias Biologias
Programa de Pds-Graduacéo

em Biologia Animal

Avaliacao da atividade antiepiléptica
e da expressao neuronal de c-fos
de dois peptideos sintetizados a partir da
Occidentalina-1202 isolada da vespa social

Polybia occidentalis

Lilian dos Anjos Carneiro, 2013



Dedicatoéria

A Deus,

Aos meus pais, José e Leide.

Aos meus irmaos, Aline e Thiago.

Ao meu amor, André.

A minha orientadora, Marcia.

“Precisamos ser pacientes, mas nao ao ponto de perder o desejo;

devemos ser ansiosos, mas nao ao ponto de ndo sabermos esperar”

Max Lucado



Agradecimentos

Ao meu Deus que tem me capacitado e me sustentado todos os dias da minha vida.
Aos meus pais pelo amor incondicional e pelo apoio pleno.

Aos meus irméos pelo carinho e incentivo.

Ao meu amor por estar ao meu em todos 0s momentos.

A minha orientadora Marcia por tudo: apoio, carinho, amizade, confianca, paciéncia,

sabedoria, calma e ensinamentos.
As meus amigos do laboratério de farmacologia pelo apoio e companhia.
Aos amigos e colegas do LTx pela companhia e aprendizagem.

Aos professores do LTx, Elisabeth, Carlos, Osmindo, pelos ensinamentos, apoio e

companhia.

Ao DPP-UNB, CNPg, FAPDF e CAPES pelo apoio financeiro.



Sumario

Resumo

Abstract
R 111 (0o [0 To¥= Lo PP PPPPPPPPPP 1
R R =1 o1 [T o1 = F TR 1
1.2. Farmacoterapia para o tratamento da epilepSia..............uuuureemmimiiimiiiiiiiiiiiiinnne 5
1.2.1. Principais drogas antiepile€ptiCas ..........cceeveeeeeriiieiiiiiii e eeeeeanns 5
1.3. Epilepsia do Lobo Temporal (ELT).....coovuuiiiiiiieceeeeeeeiis e 8
1.4. Modelos animais de epilepsia .........ccoovvuiuiiiiii i 11
1.5. A peconha de VESPAS SOCIAIS .......ccceeiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeiies e e e e e e e eeariae e e e e e eeeeanes 15
1.5.1. OS MaASIOPAIAN0OS ... .ccvuuiiiriiieiiiie et e e e e e e e e ea e eaan e e eaaaees 17
1.5.2. Os peptide0s qUIMIOTALICOS .........ccciiiiiiiiiiiie e 20
1.6. Peptide0S NEUIOALIVOS ........uuiiiieeeiiieeeiiie e e e e e et e e e e eeeanes 22
IO T = 1] = L 22
1.6.2. Outros compostos com neuroatividade............coovvvvviiiiiiiieeeeeeeeicee e, 25
Inicio da parte confidencial.............oooouuiiiiiiii i 27
Fim da parte confidencial.............cooooriiiiiiii i 87
A N 15 o T PO 88



Resumo

Dos Anjos, LC. Avaliacdo da atividade antiepiléptica e da expressédo neuronal de c-
fos de dois peptideos sintetizados a partir da Occidentalina-1202 isolada da vespa
social Polybia occidentalis. [dissertacao]. Brasilia: Programa de Pos- Graduagdo em
Biologia Animal, Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade de Brasilia; 2013.
108p.

A epilepsia € uma desordem cerebral, diversificada tanto etiolégica quanto
clinicamente, caracterizada por uma predisposicdo persistente a gerar crises
epilépticas decorrentes de descargas cerebrais paroxisticas e espontaneas. Estas
crises podem desencadear manifestacdes motoras, comportamentais ou subjetivas
variadas, tendo como fator comum, as descargas excessivas e sincronas de uma
determinada populacdo de neurbnios. A epilepsia jaA tem sido vista como um
problema de saude publica, afeta predominantemente as pessoas dos paises
considerados subdesenvolvidos e emergentes, e, além disso, pode proporcionar aos
portadores uma série de prejuizos psicolégicos e sociais. Para o tratamento da
epilepsia, existe, atualmente, uma grande variedade de farmacos disponiveis, mas
muitos destes farmacos podem provocar efeitos indesejados, como reacdes
adversas e interacfes medicamentosas podendo provocar um impacto consideravel
na qualidade de vida do paciente. Sendo assim, a procura por novos farmacos para
o tratamento deste disturbio se mostra necessaria, e a peconha de vespas sociais
pode ser um importante recurso nesta procura, devido as caracteristicas observadas
em moléculas presentes nesta peconha. A peconha desnaturada da vespa social
Polybia occidentalis apresenta um potente efeito antiepiléptico contra crises
induzidas quimicamente em ratos. A partir destes dados, foi feito o isolamento e a
caracterizacdo estrutural de um peptideo antiepiléptico denominado Occidentalina-
1202 (OcTx-1202).

Palavras-chave: Polybia occidentalis, Occidentalina-1202, atividade antiepiléptica,
acido cainico, registros eletroencefalograficos, barreira hematoencefalica.



Abstract

Dos Anjos, LC. Evaluation of antiepileptic activity and neuronal expression of c-fos of
two peptides synthesized from Occidentalina-1202 isolated from social wasp Polybia
occidentalis [dissertation]. Brasilia: Programa de Pdés- Graduacdo em Biologia
Animal, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade de Brasilia; 2013. 108p.

Epilepsy is a disorder of the brain, diversified etiologically and clinically,
characterized by an enduring predisposition to generate epileptic seizures due to
brain spontaneous and paroxysmal discharges. These seizures can trigger motor
manifestations, subjective or behavioral varied and excessive synchronous
discharges of a particular population of neurons. Epilepsy has already been seen as
a public health problem, affects predominantly people from countries considered
underdeveloped, and in addition, it may offer patients a range of psychological and
social damage. For the treatment of epilepsy, there is today a wide variety of drugs
available, but many of these drugs can cause unexpected effects, such as adverse
reactions and drug interactions may cause a considerable impact on quality of life of
the patient. Thus, the search for new drugs for the treatment of this disorder appears
necessary, and the venom of social wasps can be an important resource in this
search, due to the characteristics observed in molecules present in this venom. The
denatured venom of the social wasp Polybia occidentalis exhibits potent antiepileptic
effect against seizures induced by chemical convulsants in rats. From these data, it
was made the isolation and structural characterization of a peptide known
antiepileptic Occidentalina-1202 (OcTx-1202).

Keywords: Polybia occidentalis, Occidentalina-1202, antiepileptic activity, kainic acid,
electroencephalographic recordings, blood brain barrier.



1. INTRODUGAO

1.1. Epilepsia

Atualmente, as doencgas cronicas constituem um dos principais problemas de
saude publica, principalmente pela sua alta mortalidade (60% das mortes) e
morbidade (Guimardes, 1999). Estas doencas, apesar de ndo levar ao Obito
imediato, prejudicam a qualidade de vida do individuo, uma vez que os pacientes e
seus familiares sdo obrigados a conviver com uma condicdo debilitante do ponto de
vista fisico, social e psicologico, com implicacBes significativas na vida diaria
(Guimarées, 1999). Em especial, uma das condi¢cdes cronicas mais impactantes € a
epilepsia, uma condicdo neurolégica grave, incapacitante, com alto risco de
mortalidade e elevada prevaléncia no mundo (Sander, 2003; WHO, 2004).

A palavra epilepsia deriva do verbo grego épilamvanein (ataque, crise
epiléptica) e foi descrita pela primeira vez em acadiano, na Mesopotamia (Iraque) ha
cerca de trés mil anos. Nesta época, as crises epilépticas eram atribuidas ao deus
da lua. No inicio de século XVII, William Gilbert descreveu o fendmeno elétrico
responsavel pela epilepsia, descartando assim, a teoria sobrenatural e mistica
(Goldensohn, 1997).

A epilepsia é um conjunto complexo de disturbios neurolégicos, diversificados
tanto etiolégica quanto clinicamente (Scorza; Cavalheiro, 2004), e é caracterizada
pela atividade excessiva dos neurbnios e dos circuitos cerebrais, capazes de gerar
descargas elétricas sincronizadas, provocando crises epilépticas recorrentes ou com
possibilidade de recorréncia (Tunnicliff, 1996; Blum, 1988; Engel, 2001). Estas

descargas neuronais sincronicas e excessivas sao provocadas, em sua maioria, pelo




desequilibrio entre o estimulo excitatério, mediado principalmente pelo glutamato
(principal neurotransmissor excitatorio) e a inibicdo mediada pelo GABA (acido
gama-aminobutirico), o principal neurotransmissor inibitério (Léscher, 1998).

As descargas neuronais que caracterizam o fendbmeno epiléptico podem ter
origem em um conjunto de neurénios de parte do encéfalo (crises focais) ou em uma
area mais extensa, envolvendo os dois hemisférios cerebrais (crises generalizadas)
(Guerrine, 2006).

Entre as possiveis causas da epileptogénese, podemos citar lesdo encefalica
(como uma forte pancada na cabeca), infeccdo (meningite, neurocisticercose, por
exemplo), crises febris na infancia, distdrbios metabdlicos ou intoxicacdo. Além
disso, pode ocorrer associada a um distarbio neurolégico agudo como anoxia ou
acidentes vasculares cerebrais (WHO, 2001; Moreira, 2004). Em criancas, cerca de
um quarto das causas do surgimento da epilepsia esta associada com lesbes
estruturais no cérebro, paralisia cerebral ou outras encefalopatias metabdlicas
genéticas. Em adultos, as causas mais comuns sdo tumores, acidente vascular
cerebral e trauma (Berg et al., 2009). Nas epilepsias idiopéticas, o processo de
epileptogénese nao é atribuido a nenhum insulto endégeno ou exdgeno especifico,
sendo esta epilepsia propria do individuo, e em sua maioria causada por mutacdes
genéticas (Steilen, 2004; McNamara et al., 2006).

Os sintomas de uma crise epiléptica dependem das regides encefalicas
envolvidas. Sintomas transitérios podem ocorrer, como por exemplo, perda de
consciéncia, disturbio da visdo, do paladar, dos movimentos e da fungcdo mental
(WHO 2001). Adicionalmente, transtornos do desenvolvimento neural e doencgas
psiquiatricas apresentam maior prevaléncia em pacientes com epilepsia em relacao

a populagcédo em geral (Davies et al., 2003; Seidenberg; Pulsipher, 2009). Mesmo em
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pacientes epilépticos que nao apresentam anormalidades cerebrais estruturais
subjacentes, ha evidéncias de aumento na ocorréncia de transtornos psiquiatricos.
(Austin et al., 2001; Caplan et al., 2004; Hermann et al., 2006; Hermann et al., 2007,
Caplan et al., 2008; Taylor et al., 2010).

Como descrito anteriormente, a epilepsia € uma condicdo cronica,
socialmente incapacitante aos seus portadores, uma vez que geralmente impde aos
pacientes limitacdes reais no desempenho de seus papéis sociais. Estes podem ser
tolhidos em sua independéncia, autonomia, liberdade, autoimagem e autoconfianca
(Baker et al., 1997; Scorza; Cavalheiro, 2004). Além disso, pacientes com epilepsia
podem apresentar dificuldades cognitivas, transtornos comportamentais, depressao,
suicidio (o risco de suicidio entre pessoas com epilepsia € cinco vezes maior em
relacdo a populacdo), e também morte subita (Lhatoo et al., 1998; Wiegartz et al.,
1999; Rafnsson et al., 2001; Boylan et al., 2004; Ren, 2009). A morte sUbita pode ser
responsavel por 10-20% da mortalidade observadas em alguns tipos de epilepsia,
podendo ocorrer em qualquer idade (Walczak et al., 2001, Nashef et al., 2007).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, a epilepsia afeta mais de
1% da populagédo mundial, contabilizando 100 milhdes de pessoas portadoras deste
disttrbio no mundo (WHO, 2009). E mais prevalente que o autismo, paralisia
cerebral, esclerose multipla e doenca de Parkinson juntas, o0 que a torna a segunda
doenca neurolégica mais frequente, sendo superada apenas pelo acidente vascular
cerebral (Porter, 1997; Blum, 1998). A incidéncia dessa patologia varia de acordo
com idade, sexo, tipo de sindrome epiléptica e condi¢cdes socioecondmicas, sendo
mais frequente em criancas e idosos (Guerrini, 2006; Maranhéo et al., 2011).

Nos paises em desenvolvimento, a maior ocorréncia de traumatismo craniano

e de infeccOes e infestacdes no SNC, tais como a malaria, neurocisticercose, e




infeccbes bacterianas invasivas, contribuem com percentual significativo para o
aumento dos casos (Newell et al.,1997; Matuja et al., 2001; Nicoletti et al., 2002a;
Nicoletti et al., 2002b; Nsengiyumya et al., 2003; Carter et al., 2004; Preux et al.,
2005; Nicoletti et al., 2007). Além disso, estudos familiares na Africa demonstraram
que fatores genéticos podem desempenhar um importante papel na incidéncia da
epilepsia nesses paises (Jilek; Jilek-Aall, 1970; Jilek-Aall et al., 1979; Goudsmit; van
der Waals, 1983; Neuman et al., 1995; Versteeg et al., 2003). Nos paises
desenvolvidos, a curva de incidéncia da epilepsia por idade mostra predominio em
criancas e idosos e, nos paises em desenvolvimento, revela maior incidéncia em
adultos jovens. Nos paises desenvolvidos predominam os distarbios do
desenvolvimento e as epilepsias idiopaticas na infancia (ou seja, epilepsias
decorrentes de susceptibilidade genética), além dos processos degenerativos e
vasculares da terceira idade (Guerrini, 2006; Ren, 2009).

Existem poucos estudos sobre a prevaléncia e os trabalhos publicados sobre
a incidéncia de epilepsia no Brasil sédo ainda mais escassos. O Ministério da Saude
ainda ndo tem uma estimativa real da prevaléncia e incidéncia da epilepsia nos
estados do Brasil. No entanto, estima-se que aproximadamente trés milhdes de
brasileiros sofram com este disturbio, sendo que a cada novo dia, somam-se a estes
guase trezentos novos casos (Noronha et al., 2007). Dos trés milh6es de pessoas
com epilepsia no Brasil, 50% destes tém as suas crises comeg¢ando na infancia ou
adolescéncia e pelo menos 9 milhdes de pessoas ja apresentaram crise epiléptica
alguma vez na vida (IBGE, 2003; Gallucci Neto; Marchetti, 2005).

Apesar do progresso da ciéncia nesta area, as elevadas taxas de epilepsia

nos paises em desenvolvimento aliadas as limitagbes do uso das drogas




antiepiléticas contribuem para que a epilepsia seja um grave problema de saude

publica.

1.2. Farmacoterapia para o tratamento da epilepsia

Uma dUdnica crise epiléptica durante toda a vida € observada em
aproximadamente 10% da populacdo. Nesses casos, 0 tratamento com
antiepilépticos ndo é indicado. O diagnostico de epilepsia € confirmado apds uma
segunda crise, iniciando assim o tratamento rotineiro com drogas antiepilépticas
(DAE) (Ren, 2009; Maranhao et al., 2011). O tratamento com uma DAE envolve
principalmente a supressao das crises. Embora o mecanismo de agédo de todas
essas drogas nao esteja completamente elucidado, elas visam o balanco entre o
estimulo excitatério e inibitério (White, 1999; Kwan et al., 2001) .

Os trés mecanismos de acdo das DAE conhecidos até o momento sdo a
modulacdo dos canais ib6nicos voltagem-dependentes, o0 aumento da
neurotransmissao inibitéria mediada por GABA e a diminuicdo da transmissao

excitatoria pelo glutamato (Meldrum, 1996; Kwan et al., 2001).

1.2.1. Principais drogas antiepilépticas

Drogas antiepilépticas sdo substancias que podem diminuir a incidéncia ou
severidade das crises que acometem pacientes portadores de epilepsia (Porto et al.,
2007).

A farmacoterapia moderna em epilepsia teve inicio com a descoberta do

fenobarbital, um barbitarico de longa duragcdo, em 1912. Esse medicamento




apresenta um baixo custo, porém, atualmente é considerado de segunda linha no
tratamento da epilepsia, uma vez que efeitos colaterais e comportamentais limitam o
seu uso (Stoelting, 2006). Entre os principais efeitos adversos estdo sedacéo,
depresséao, hiperatividade (em criancas), confusao (em idosos), alteracdes cutaneas,
anemia megalobastica, ataxia, deposicdo anormal de colageno, dependéncia,
tolerancia e pequeno indice terapéutico (Valencia et al., 2002; Ren, 2009; Pedroviejo
et al.,, 2009). Esse medicamento age na modulacdo pos-sindptica do GABA e
também pelo bloqueio excitatorio pos-sinaptico, induzido pelo glutamato,
principalmente aqueles mediados pelo AMPA (alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-isoxazol-
propidnico). A acdo GABAérgica leva ao aumento no tempo de abertura dos canais
de cloro, levando a hiperpolarizacédo neuronal, limitando a atividade e aumentando o
limiar e dificultando a génese da crise epiléptica (Macdonald et al., 1989; Twyman et
al., 1989; Davies, 1995; Rho et al., 1996; White, 1999).

Nos anos 70, drogas como; fenitoina, carbamazepina, etossuximida e o acido
valproico, juntamente com uma variedade de benzodiazepinicos foram considerados
como alternativas para tratamento das crises epilépticas (Kwan et al., 2001). A partir
da década de 90, centenas de compostos com caracteristicas antiepilépticas foram
desenvolvidas. No entanto, apenas uma pequena parte destes compostos tornou-se
disponivel para o uso clinico (Loscher, 1998). Entre estes, as DAE mais utilizadas na
clinica sdo: fenitoina, carbamazepina, acido valproico e etosuximida (Sills; Brodie,

2001).

1.2.2.1. Fenitoina

A fenitoina apresenta um alto indice terapéutico e é eficaz em crises parciais
e generalizadas (para revisdo ver Yacubian, 2002). Esse medicamento age no

bloqueio dos canais de sodio voltagem-dependente, regulando a excitabilidade
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neuronal e a disseminacdo da atividade epiléptica a partir do foco epiléptico para
outros neurdnios (Tunnicliff, 1996). Entre os efeitos adversos estdo: diplopia,
tonturas, nistagmo, ataxia, nauseas e vomitos, depressao, sonoléncia, sindrome de
Stevens-Johnson, hiperglicemia, hepatoxicidade, hirsutismo, depressdo, anemia
megaloblastica, sonoléncia, agranulocitose, anemia aplastica, dermatite alérgica e
pancreatite (Panayiotopoulos et al., 1991; Genton, 2001; para revisao ver Yacubian,

2002).

1.2.2.2. Carbamazepina

A carbamazepina pode ser usada para tratamento de crises generalizadas e
focais (Yacubian, 2002). Esse medicamento altera a condutancia ibnica ao sodio,
diminuindo a excitabilidade neuronal, suprimindo o foco epiléptico e impedindo a
propagacdo rapida da atividade a partir do foco (Moreno et al., 2004). Entre os
efeitos colaterias estdo: sedacdo, tonturas, ictericia, hipertensdo, diarreia,

intolerancia digestiva e ataxia (para revisédo ver Yacubian, 2002).

1.2.2.3. Etossuximida

A etossuximida é a droga de escolha para o tratamento de crises de auséncia
(Brodie; Dichter, 1997). Age no bloqueio de canais de célcio voltagem-dependentes
(Coulter et al.,, 1989). Os efeitos adversos incluem anorexia, vomito, nausea,

agitacdo, sonoléncia, ataxia, fotofobia, tonturas e cefaléia (Genton, 2001).

1.2.2.4. Acido Valproéico




O acido valproico é um medicamento de amplo espectro, utilizada no controle
de crises generalizadas, de auséncia e com menor eficacia em crises focais (para
revisdo ver Yacubian, 2002). Atua na diminuicdo da velocidade de recuperacdo dos
canais de Na' do estado inativado. Também aumenta a atividade da enzima que
sintetiza o GABA enquanto inibe a atividade das enzimas que degradam o GABA
(Moreno et al., 2004). Os efeitos adversos da droga incluem intolerancia digestiva,
ganho de peso, tremor, nauseas e vomitos, anorexia, alopecia, edema periférico,
encefalopatia, hepatoxicidade, sedacéao, alteracfes plaquetarias que podem levar a

sangramento e pancreatite (Genton, 2001; Moreno et al., 2004).

1.2.3.5. Outras drogas antiepilépticas

Apesar da sua disponibilidade, as DAE convencionais e de "nova geracao"
(Felbamato, Gabapentina, Lamotrogina, Oxicarbazepina, Topiramato, Tiagabina,
Vigabatrina) sdo comumente associadas a efeitos colaterais, que podem variar em
frequéncia e gravidade (Meldrum, 1997) podendo gerar uma deterioracdo cognitiva
(Boon, et al., 1994; Jokeit; Ebner, 2002; Scorza; Cavalheiro, 2004), um dano neural
(Sutula et al., 2003; Scorza; Cavalheiro, 2004) ou uma morte subita (Tomson et al.,
2005). Alem disso, as DAEs sao ineficientes no controle de crises epiléticas em
cerca de 30% dos pacientes (farmaco-resistentes), alcancando até 70% em
pacientes com Epilepsia do Lobo Temporal (crises mais frequentes em adultos)

(Villetti et al., 2001; Raza et al., 2001).

1.3. Epilepsia do Lobo Temporal (ELT)




Entre os pacientes adultos com epilepsia intratavel, a principal caracteristica &
apresentar o foco epiléptico no lobo temporal (Gastaut et al., 1975; Ottman, 1989;
Manford et al., 1992; Engel Jr, 1996). O lobo temporal desempenha um papel vital
na ELT, estando frequentemente envolvido em crises focais (Wiebe, 2000).

A ELT corresponde a cerca de 40% das epilepsias em adultos, sendo alvo de
grande investigacdo uma vez que possui alta prevaléncia e por ser, em geral,
resistente ou refrataria ao tratamento medicamentoso (Engel, 1996; 1998; Stephen
et al., 2001). Com o avanc¢o da técnica de neuroimagem, foi possivel definir dois
tipos de epilepsia do lobo temporal, a mesial (ELTM), responsavel por 90% dos
casos de ELT e a ELT lateral (ELTL) (Saygi et al., 1994; Pacia et al., 1996; Semah et
al., 1996). As principais causas para o surgimento de ELTM s&o hipdxia, trauma e
infeccdo no inicio da vida, malformacdo e lesdes isquémicas ou inflamatérias
(Wieser, 2004). A formacédo hipocampal é a estrutura mais danificada pela ELT,
exibindo uma perda neuronal seletiva, o que resulta na esclerose hipocampal (Engel,
2001).

A esclerose hipocampal (EH) € um achado patolégico comum em amostras
cirrgicas de pacientes com ELTM submetidos a remocao da zona epileptogénica
(Tassi et al., 2009). A incidéncia de EH é variavel em diferentes estudos, variando de
48% a 73% (Lee et al., 2001; Tassi et al.,2009).

A EH resulta em uma grande perda de células neuronais e aparecimento de
gliose na formacdo hipocampal, em especial nas regides do CA1 e CA3 (Fisher,
1998; Wieser, 2004) (Figura 1). Na regidao do CA1l, a perda de neurbnios piramidais
€ severa, enquanto que na CA3 é menos proeminente (Wieser, 2004). Ocorre ainda
a perda de neuronios da regido do giro denteado (Fisher, 1998; Wieser, 2004). Em

50% dos casos de EH, a dispersao de células granulares no giro denteado é




observada (Wieser, 2004; Sufiani; Ang, 2012). A regido do giro denteado e CA3 séo
ricas em receptores glutamatérgicos do tipo cainato, ao passo na regido do CAl
predomina receptores NMDA e AMPA (Fisher, 1998). Receptores NMDA, quando
ativados, permitem um influxo de calcio que em altas concentracdes pode levar a

morte neuronal (Sloviter, 1991).
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Figura 1. llustracdo da formagao hipocampal. Regides CAl, CA2 e CA3 em

azul, giro denteado em cinza, verde e rosa.

O dano estrutural da formacdo hipocampal € progressivo (Briellmann et al.,
2002), podendo atingir estruturas limbicas subjacentes (Bernhardt et al., 2009).

Estas alteracdes estdo relacionadas ao declinio progressivo na funcdo cognitiva,




particularmente nas funcdes de memoria (Berg, 2011). Em um estudo realizado por
Hermann e colaboradores (2006), ao longo de quatro anos, com testes de memoéria
e funcdo motora fina, pacientes com ELTM apresentaram uma perda significativa
(25-55%) destas funcoes.

O tratamento com medicamentos para o controle da ELTM é baseado na
utiizacdo das DAE, preferencialmente em monoterapia. As principais drogas
utilizadas no tratamento da ELT s&o a fenitoina, carbamazepina e gabapentina
(Schumacher et al., 1998). No entanto, apenas 11% desses pacientes apresentam

controle total de crises com o uso de uma DAE (Wieser, 2004).

1.4. Modelos animais de epilepsia

O uso de modelos experimentais utilizando animais tem sido de grande
importadncia para o avanco do conhecimento de diversas patologias, além da
avaliacdo de novas abordagens terapéuticas, cirdrgicas e medicamentosas. Em
relacdo a modelos experimentais de epilepsia, uma caracteristica importante é a
facilidade com que podem ser controladas varidveis como: idade e uniformidade
genética, circuitos que podem gerar crises epilépticas, caracteristicas dos insultos
que geram a epilepsia, tempo entre crises epilépticas e alteracdes funcionais ou
estruturais (Guedes et al., 2006).

A partir de modelos experimentais, podem ser obtidas informacdes referentes
a fisiopatologia das epilepsias, uma vez que reproduz alteragcdes comportamentais,
eletroencefalograficas e neuroquimicas que sao semelhantes a epilepsia em

humanos (Freitas, 2011). O uso desses modelos também proporciona a busca por

novas drogas mais eficazes no bloqueio das crises epilépticas, com amplos
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espectros e baixa toxicidade (Porto et al., 2007). Além disso, estes modelos
permitem a investigacdo dos mecanismos de acdo das drogas antiepilépticas (DAE)
e de possiveis efeitos adversos, antes de serem utilizadas na clinica.

Em geral, os modelos de epilepsia podem ser classificados em duas
categorias: modelos de crises agudas ou modelos de epilepsia crénica (para revisao
ver Raedt, 2007).

Em modelos de crises agudas, as crises epilépticas sdo evocadas por
estimulos especificos (audiogénico, elétrico ou quimico). Estes modelos sédo
preferencialmente utilizados como teste de triagem inicial para potenciais novos
tratamentos para epilepsia. A grande diversidade de modelos experimentais esta
relacionada com a multiplicidade de fatores envolvidos na epilepsia e com a
variedade de possiveis abordagens para estudar o fendmeno, bem como a grande
diversidade de tipos de epilepsia. Portanto, a escolha do modelo depende dos
objetivos da pesquisa, tais como teste de novas drogas, descricbes fenomenoldgicas
(para identificacdo de variaveis potencialmente relevantes) ou mesmo para a
determinacdo dos mecanismos subjacentes (Loscher; Schmidt, 1988).

Os modelos mais comuns de inducédo de Epilepsia induzidos quimicamente
sdo o Kindling (crénico) e o Status Epilepticus (SE) (agudo ou crénico) (Morimoto et
al., 2004).

O modelo de SE é provavelmente o melhor modelo para o estudo de ELT.
Neste modelo, observam-se alteracdes histopatolégicas que se assemelham
aguelas observadas em humanos (Tauck; Nadler, 1985; Sutula et al., 1989).
Modelos de SE podem ser induzidos por estimulacéo elétrica de estruturas limbicas
(Sloviter et al., 1991) ou por injecdo sistémica ou intracerebral de substancias

geradoras de crises como a pilocarpina e o acido cainico (Cavalheiro et al., 1991).
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O &cido cainico (KA), isolado a partir da alga Digenea simplex, é 30 vezes
mais potente que seu analogo estrutural, o neurotransmissor glutamato. Sua férmula
molecular € C10H15NO4 € a massa molar é 213 g/mol (Zheng, et al., 2011).

O KA exerce sua neuroexcitotoxicidade e propriedades epileptogénicas,
agindo em receptores do tipo cainato. Apos a ligacdo ao Kars, o KA induz varias
alteracbes em eventos celulares, incluindo o influxo de Ca®', causando uma
despolarizacdo dos neurdnios que expressam este receptor por um longo periodo de
tempo, producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e disfuncdo mitocondrial,
levando a necrose e apoptose neuronal (Wang et al., 2005).

As formas de administracdo do KA para a inducédo das crises sédo variadas,
podendo ser, intraperitoneal, endovenosa, subcutanea, via cirurgia estereotaxica nos
ventriculos cerebrais, na formacédo hipocampal e no complexo amigdaloide (Leite et
al., 2002).

Em roedores, uma dose capaz de provocar crises epilépticas de KA induz
uma variedade de manifestacbes comportamentais, mimetizando aquelas
observadas em humanos com ELT, além de outros fenbmenos como perda de
postura, “scratchings”, e “wet dog shakes”, seguidos de respostas de orientagao,
onde o animal permanece de pé apenas sobre as patas traseiras (rearing), salivacéo
profusa e queda (Racine, 1978; Mcintyre; Racine, 1986; Mcintyre; Morimoto;
Fahnestock et et al. 2004). Sendo assim, o KA gera lesdes similares as observadas
em pacientes com esclerose mesial temporal. Estas lesbes tipicamente incluem
perda de interneurénios GABAérgicos no giro denteado e morte de células
piramidais nas regides CAl e CA3 da formacao hipocampal. Outro efeito observado

no modelo do KA, é alteracdo nos circuitos neuronais induzidos pelas crises
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epilépticas, demonstrado por sinapses aberrantes em modelos cronicos (Racine,
1978; Mcintyre; Racine, 1986).

No modelo de inducdo aguda, a injecdo sistémica de uma dose Unica é
frequentemente associada com uma elevada taxa de mortalidade e uma baixa
porcentagem de ratos com crises espontaneas (Stafstrom et al., 1992). A injecao
intraperitoneal repetida de baixas doses (5 mg/kg) de KA, resulta em uma maior
guantidade de ratos que desenvolvem crises espontaneas e uma menor mortalidade
(Hellier et al.,, 1998). Tanto no modelo de dose Unica como no kindling ou
abrasamento, ocorrem efeitos toxicos no encéfalo inteiro. Ao injetar KA diretamente
em regides especificas do cérebro, um SE pode ser evocado usando doses muito
menores e assim limitar os efeitos téxicos para pequenas areas do cérebro, mais
associadas a epilepsia (para revisdo ver Raedt, 2007).

O modelo de inducao de crises induzidas com este epiléptico € um dos mais
utilizados no estudo da ELT (Ben-Ari, 1985; Loscher, 2012). Quando
intracerebralmente injetado no animal, rapidamente produz crises comportamentais
acompanhada de lesdo encefélica muito semelhante a lesdo da ELT em humanos
(Quintans et al., 2007). Estudos tém demonstrado que as caracteristicas
eletrofisiol6gicas de epileptogénese se assemelham as de pacientes com epilepsia
refrataria e resistente ao tratamento com medicamentos (Bragin et al., 1999).

Mesmo com o avango no estudo e uso de modelos animais para a descoberta
de novos farmacos antiepilépticos, ainda ndo foi possivel a oferta de novos
compostos com alta eficacia para a ELT. Tendo em vista todas as consideracdes
expostas, faz-se necessario o desenvolvimento de novos farmacos mais efetivos e
menos toxicos para O UusSO como antiepilépticos/neuroprotetores ou como

ferramentas no estudo de doencas neurodegenerativas. Neste contexto, as

]
14 |

—



peconhas de vespas sociais representam um recurso em potencial uma vez que
estas peconhas apresentam compostos que atuam com afinidade e especificidade
em elementos das transmissdes sinapticas de mamiferos (Mortari et al., 2007,

Monteiro et al., 2009).

1.5. A peconha de vespas sociais

Atualmente, os venenos de animais tém sido reconhecidos como um dos
maiores recursos de moléculas biologicamente ativas, embora a maior parte deste
arsenal permaneca desconhecida, especialmente os peptideos (Pimenta; Lima,
2005).

O Brasil conta com aproximadamente 20% do total de espécies do planeta.
Entre os animais, estima-se que 80% da fauna brasileira fazem parte do Filo
Arthropoda (CDB, 2006). Estes dados revelam o imenso potencial do estudo de
peconhas de artrépodes da fauna brasileira para a descoberta de novos compostos
bioativos.

A peconha de artropodes é composta por uma enorme variedade de
compostos, como por exemplo: proteinas, sais inorganicos, alcaléides, aminas
biogénicas, peptideos e acilpoliaminas (Pimenta; Lima, 2005), sendo os dois Ultimos
bastante representativos em vespas (Beleboni et al., 2004). Estes compostos
produzem diversos efeitos farmacol6gicos, como citoliticos, alérgicos, necréticos,
analgésicos, anti-inflamatorios, antitumorais e antimicrobianos (Beleboni et al., 2004;
Souza et al., 2009; Santos et al., 2010;).

As vespas, eventualmente, sdo agressivas e podem atacar individuos da

espécie humana. Nessas situagcbes, a peconha inoculada, por apresentar varios
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tipos de compostos biologicamente ativos, provoca diversos efeitos que podem
variar quanto a gravidade (Oliveira; Palma, 1998; Santos et al., 2007).

A peconha de vespas sociais € composta, principalmente, por proteinas de
alta massa molecular, peptideos, aminas biogénicas e sais inorganicos. Entre os
compostos de alta massa molecular, existem muitos tipos de compostos alergénicos.
Destes, os antigenos 5 (Cascone et al., 1995; Hoffman, 1993; Pirpignani et al.,
2002), as hialuronidases (Kolarich et al., 2005), as fosfolipases Al e A2 (Soldatova
et al., 1993; Abe et al., 2000; Costa; Palma, 2000), as serino-proteases e arginino-
quinases (Oliveira e Palma, 1998; Santos et al., 2007; 2010) sdo bastante
estudados.

Além destas enzimas, a peconha de vespas contém diversas classes de
peptideos em sua composi¢cao. Estima-se que aproximadamente 70% da peconha
bruta é composta por peptideos (De Souza; Palma, 2009). Os peptideos sao
utilizados como toxinas em peconha de animais como parte do arsenal de armas
quimicas para defesa ou predacao, podendo ainda ser usado para proteger a propria
vespa contra infec¢des por patdogenos (Palma, 2006). Diversos peptideos bioativos
tém sido identificados em vespas sociais como cininas, peptideos quimiotaticos,
peptideos hidrofébicos, mastoparanos, entre outros (Nakajima et al., 1985). Tais
compostos peptidicos destacam-se pela grande variedade de funcdes que exercem.
Essas moléculas interagem com diversos tipos celulares e tecidos, causando
diversas reacdes, tais como: dores prolongadas, contragdo da musculatura, aumento
da pressao arterial, degranulacdo de mastocitos e outras células granulosas, lise
celular, quimiotaxia para leucocitos polimorfonucleares, antibiose, arritmia cardiaca,

neurotoxicidade, entre outras (De Souza; Palma, 2009).
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Os peptideos sé@o geralmente agrupados a partir de sua atividade
farmacoldgica ou estrutura quimica mais marcante. As familias mais estudadas séo
0S mastoparanos, os peptideos quimiotaticos e os peptideos neuroativos (Nakajima

et al., 1986; Piek, 1991; Konno et al., 2002).

1.5.1. Os Mastoparanos

Os componentes peptidicos mais abundantes e mais estudados na peconha
das vespas sociais sd0 o0s mastoparanos (Piek 1986). Os mastoparanos Sao
tetradecapeptideos, constituidos por varios aminoacidos hidrofébicos, como por
exemplo, leucina, isoleucina, valina, lisina com um residuo C-terminal amidado
(Nakajima, 1984). Sdo compostos anfifilicos com conformacdo em alfa hélice de 10
a 14 residuos de aminoacidos sem nenhuma cisteina em sua sequéncia primaria
(Nakajima et al., 1986; Mendes et al., 2005). Também possuem residuos de lisina
em suas cadeias que tem, como possivel funcdo, a facilitacdo da liberacdo de
histamina de mastocitos (Higashima et al., 1990), ativacdo de fosfolipase A2
(Argiolas, 1983; Rivers et al., 2002), fosfolipase C (Rivers et al., 2002), proteina G
(Higashijima et al., 1988) e guanilato ciclase (Song et al., 1993).

No ano de 1979, Hirai e colaboradores identificaram e caracterizaram o
primeiro mastoparano, a partir da peconha da vespa social Vespula lewisii. Este
peptideo foi o primeiro exemplo de peptideo degranulador de mastécitos isolado da
peconha de vespas e é composto basicamente de lisina e aminoacidos hidrofébicos.

Segundo Park e colaboradores (1995), os mastoparanos também apresentam
varias atividades biologicas. Podem agir como um potente agente promotor de

exocitose de diversas células de mamiferos, causar a secre¢cdo de histamina de
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mastécitos e promover a liberacdo de serotonina a partir de plaquetas e de
prolactina a partir da glandula hipéfise (Hirai et al., 1979a, Kuroda et al., 1980).
Esses peptideos estdo envolvidos ainda na lise de membranas celulares, liberacéo
histaminica e consequente vasodilatacdo, inducdo de quimiotaxia de neutrdéfilos e
células T helper, resultando no recrutamento de outros leucdcitos para o local
inflamado (Hancock; Diamond 2000). Alguns mastoparanos apresentam ainda uma
potente atividade antimicrobiana (Chen et al., 2008; Ho; Hwang, 1991, Li et al., 2000;
Mendes et al., 2004; Souza et al., 2005; Xu et al., 2006). Além disso, podem
apresentar atividade hemolitica, como € o caso do Mastoparano-X, isolado da
peconha da Vespa xanthoptera (Hirai et al., 1979b), e do Mastoparano-B, isolado da
peconha da Vespa basalis (Ho; Hwang 1991). O Mastoparano-B também auxilia na
formacdo de edema, além de provocar faléncia cardiovascular, devido a uma
excessiva liberacdo de ions potassio eritrocitarios (Ho et al., 1994).

Na tabela 1 estdo apresentados o0s principais peptideos mastoparanos

isolados da peconha de vespas sociais e solitarias.

Tabela 1: Peptideos mastoparanos isolados da peconha de vespas.

Espécie de Vespas Peptideos
Agelaia pallipes pallipes App-5
App-7
Agelaia MP-|
Anoplius samariensis* Anopline
Anterchium flavomarginatum micado* EMP-AF |
EMP-AF 1
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Apoica pallens Apoica-MP

Orancistroceros drewseni* 0Od-6

Od-8

Polistes jadwigae Polistes MP

Polybia paulista Polybia-MPI

Polybia-MPII
Polybia-MPIII
Polybine |

Polybine II

Protopolybia exigua Protopolybia MPI
Protopolybia MPII

Protopolybia MPIII

Synoeca cyanea SC-4

Vespa basalis Mastoparano-B
HP-1
HP-2
[ 19 )




HP-3

Vespa cabro Mastoparano-C
Vespula lewisii Mastoparano
Vespa mandarina Mastoparano-M

Vespa orientalis HR-I
HR-II
Mastoparano-I|
Vespa tropica Mastoparano-T
Vespa xanthoptera Mastoparano-X

* Vespas solitarias

Referéncias: Argiolas; Pisano 1984a, De Souza; Palma 2008, Dohtsu et al., 1993,
Hirai et al., 1979a, 1979b, Ho; Hwang 1991, Ho et al., 1998, Konno et al., 1998,
2000, 2006, Mayo et al., 2000, Mendes et al., 2005, Murata et al., 2009, Nakajima
1986, Nazimov et al., 1980, Ribeiro et al., 2004, Tuichibaev et al., 1988, Turillazzi

et al.,, 2006, Yasuhara et al., 1983.

1.5.2. Os peptideos quimiotaticos

O segundo grupo de peptideos biologicamente ativos mais importantes
encontrados na peconha de vespas séo os peptideos quimiotaticos (Yasuhara et al.,
1983). Foram primeiramente observados por eliminar microrganismos e induzir
resposta celular quimiotatica (Xu et al., 2006; Yasuhara et al., 1983), sendo entao
chamados de Ves-CPs ("peptideos quimiotaticos de vespas"). Suas sequéncias

primarias apresentam abundancia de residuos de aminoacidos hidrofébicos
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semelhantes as dos mastoparanos. Com algumas excecdes, possuem conformacao
em hélice anfipatica, onde todos os residuos basicos como lisina e arginina
aparecem em uma mesma porcdo da molécula, ao passo que residuos hidrofobicos
estéo localizados na porcéo oposta (Nakajima, 1986).

Esses peptideos induzem a quimiotaxia de macrofagos e leucdcitos
polimorfonucleares para a regido em torno da picada (Yasuhara et al., 1983) Foram,
inicialmente, encontrados nas peconhas das espécies Vespa tropica, V. mandarinia,
V. analis, V. cabro, V. xanthoptera, V. orientalis, Paravespula lewisii, Icaria sp
(Nagashima et al., 1990). Posteriormente, diversos outros peptideos com essas
caracteristicas foram isolados das peconhas das vespas Agelaia pallipes pallipes,
Protonectina silveirae, Polybia paulista, Vespa magnifica e Polistes rothneyi iwata
(Baptista-Saimdemberg, 2011). A tabela 2 lista os principais peptideos quimiotaticos

das peconhas de vespas.

Tabela 2: Peptideos quimiotaticos isolados da peconha de vespas.

Espécie de Vespas Peptideos

Protonectina
Agelaia pallipes pallipes
Protonectina (1-6)

Apoica pallens Apoica MP
Icaria CP I-CP
Bombolitina-|
Bombolitina-I|

Megabombus pensylvanicus
Bombolitina-Ili

Bombolitina-IV
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Bombolitina-V

Paravespula lewisii VesCP-L

Polybia-Protonectina
Polybia paulista
Polybia-CP

Protonectarina sylveirae Protonectarina
Polibiacianina-I

Protopolybia exigua
Polibiacianina-lIl

Vespa analis VesCP-A

Vespa Cabro Cabrolina
Vespa Mandarina VesCP-M
Vespa orientalis HR-II

Vespa tropica VesCP-T

Referéncias: Argiolas; Pisano 1984, 1985, Baptista-Saidemberg et al., 2010; De
Souza et al., , 2009, Dohtsu et al., 1992, 1993, Kishimura et al., 1976, Mendes et
al., 2004, Mendes; Palma 2006, Miroshnikov et al., 1981, Murata et al., 2006,
Nakajima et al., 1986, Rocha; Silva et al., 1949, Ueno et al.,, 1977, Undenfriend et

al., 1967, Yasuhata et al., 1977, 1983, 1984a, 1984b, Watanabe et al., 1976.

1.6. Peptideos Neuroativos

1.6.1. As Cininas

O primeiro componente encontrado na peg¢onha de vespas sociais foi um
peptideo relacionado a bradicinina (BRP — bradikinin related peptides) que foi

descrito como uma substancia que produz dor (Pisano, 1968; Picolo et al., 2010).
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Desde entdo, muitos peptideos desta classe tém sido encontrados na peconha de
vespas sociais e eles sdo conhecidos coletivamente como cininas de vespas
(Nakajima, 1986). Na peconha de vespas solitarias também foram encontrados
BRPs, possivelmente atuando como neurotoxinas (Yasuhara et al., 1987).

Algumas cininas de vespas possuem parte de suas sequéncias primarias
altamente conservadas em relacdo a bradicinina (cuja sequéncia € RPPGFSPFR-
OH) (Nakajima 1986). A presenca de analogos de bradicinina em peconhas esta
relacionado principalmente a defesa ou predacdo, uma vez que a picada de vespas
provoca dor, edema e lesdes locais mesmo em grandes vertebrados, como o
homem (Nakajima, 1986; Mortari et al., 2005). Na tabela 3, estdo apresentadas

cininas identificadas pela primeira vez na peconha de vespas.

Tabela 3: Cininas isoladas da peconha de vespas.

Género da Vespa Nomes dos
Peptideos
Polistes Polistescinina-3
Polistes Polistescinina-R
Polistes Polistescinina-J
Polistes Polistescinina-C
Polistes Polistes-

protonectina
Protopolybia Polybiacianina-I

Protopolybia Polybiacianina-II
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Vespa Vespacinina-M

Vespa Vespacinina-X
Vespa Vespacinina-A
Vespa Vespacinina-T
Chiphononix Thr ®-Bradicinina
Chiphononix Fulvocinina
Chiphononix Cyphoscinina
Polybia Thré-bradicinina

Referéncias: Kishimura et al., 1976, Mendes; Palma 2006, Murata et al., 2006,
Nakajima et al.,1986, Picolo et al., 2004, Rocha; Silva et al., 1949, Ueno et al., 1977,
Undenfriend et al., 1967, Yasuhara et al., 1977, Yasuhara et al.,1983, Watanabe et

al., 1976, Mortari et al,.2007.

Essas moléculas tém sido associadas com hipotensdo em caes, ratos,
coelhos, gatos e galinhas, broncoconstricdo em cobaias, contracdo do musculo liso
(Gtero de rato, jejuno de coelho, ileo de cobaia, célon de coelho e estbmago de
sapo), relaxamento do duodeno de ratos (Bockmann; Paegelow, 2000) e podem
estar envolvidas na ativacdo de leucdcitos seguido por uma liberacdo de citocinas,
prostaglandinas, leucotrienos e bloqueio da transmissdo colinérgica no SNC de
insetos (Piek, 1991). Devido a esta Ultima acéo, estes peptideos tém sido bastante
estudados para o desenvolvimento de novos agentes inseticidas, uma vez que o

bloqueio da transmissdo sinaptica de receptores nicotinicos de acetilcolina no
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sistema nervoso central de insetos promove uma paralisia irreversivel nos insetos
(Piek et al., 1990; Piek, 1991)

A Treonina®-bradicinina (Thr®- bradicinina) é uma das cininas mais
encontradas na peconha de vespas. A Thrb-bradicinina também foi isolada da
peconha da vespa social Polyia occidentalis apresentando um potente efeito
antinociceptivo dependente de dose e tempo, quando injetada diretamente no SNC
de ratos, sendo este feito 3 vezes mais potente que a morfina e 4 vezes mais
potente que a bradicinina (Mortari et al., 2007b). Os aspectos funcionais deste
trabalho foram evidenciados por Nagy e colaboradores (2007), os quais afirmam que
estudos que investigam o papel das cininas sobre o SNC, fornecem novas
informacdes sobre o sistema supra-espinhal, cuja modulacdo pode representar uma

nova estratégia no controle de patologias relacionadas a dor (Nagy et al., 2007).

1.6.2. Outros compostos com neuroatividade

As neurotoxinas também séo bastante representativas na peconha de vespas
(Mortari et al., 2007a), sendo predominantemente das classes das acilpoliaminas ou
dos peptideos, e geralmente atuam com afinidade e especificidade nas funcbes
sinapticas excitatorias ou inibitérias das células do sistema nervoso de mamiferos e
insetos. Estas toxinas podem interagir com canais ibnicos para sodio, potassio e
calcio, e também podem atuar como agonistas ou antagonistas de receptores
ionotrépicos ou metabotrépicos como, por exemplo, o do neurotransmissor
excitatorio glutamato (Mellor; Usherwood, 2004; Beleboni et al., 2004a; Pimenta e

Lima, 2005; Mortari et al., 2007a).
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Desde a década de 1990, a peconha das vespas sociais vem sendo cada vez
mais estudadas, porém, poucos trabalhos focalizam a peconha de vespas sociais
como fontes de moduladores das transmissdes inibitérias e/ou excitatorias.

Em um estudo com a peconha desnaturada de Polybia ignobilis, foi verificada
a protecao contra crises epilépticas induzidas por trés epilépticos quimicos distintos,
guando esta peconha foi injetada via intracerebroventricularmente (i.c.v.) em ratos.
Alteracfes na atividade espontanea também foram observadas, no teste de campo
aberto. Além disso, foram constatadas interacdes desta peconha desnaturada com
receptores de GABA e de glutamato (Cunha et al., 2005).

Ainda a respeito das vespas sociais, Pizzo e colaboradores (2000) testaram a
acdo da peconha desnaturada da vespa social Agelaia vicina (familia Vespidae) no
sistema nervoso de roedores e relataram que a peconha provoca uma diminuicéo na
captacdo de GABA e de glu em sinaptossomas de cortices cerebrais de rato, em
ambos 0s casos, de maneira ndo competitiva. Estudos adicionais identificaram dois
peptideos neuroativos. Um deles, o peptideo AvTx8 (40 pymol/rato) que atua sobre
0s circuitos neuroniais de GABA da substancia negra, modulando as respostas de
medo evocadas pelo bloqueio GABAérgico do coliculo superior (Oliveira et al.,2005).
O segundo peptideo, AvTx7, diminui a captacdo de glu de maneira nao-competitiva.
Além disso, aumenta a liberacdo deste neurotransmissor, sendo este efeito
inalterado na presenca de bloqueadores de canais para sodio e potassio e
potencializado por bloqueadores de canais para K*, indicando que a toxina pode agir
através de canais para K* (Pizzo et al., 2004).

Em um estudo, Mortari e colaboradores (2005) descreveram que a peconha
desnaturada de Polybia occidentalis, injetada i.c.v. em ratos, protegeu contra crises

epilépticas induzidas pelos epilépticos bicuculina, picrotoxina, acido cainico e
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pentilenotetrazol. Esta peconha também provocou algumas alteracdes na atividade
espontanea dos ratos, avaliadas no teste de open field sem no entanto induzir
comprometimento motor, verificado no teste de rotarod (Mortari et al., 2005).

Baptista-Saidemberg e colaboradores (2010) demonstraram também a
presenca de um glicosideo na pegonha de Polybia paulista. Este composto,
chamado de Polybiosida, apresentou atividade epiléptica quando injetado tanto via
I.c.v. quanto via intravenosa em ratos.

Devido aos resultados descritos anteriormente, neurotoxinas isoladas da
peconha de vespas sociais podem ser Uteis em pesquisas na area de neurociéncias,
tanto para melhorar a compreensdo dos eventos relacionados as transmissoes
sinapticas, quanto para proporcionar a busca por novos farmacos para o tratamento
de distarbios neuroldgicos como, por exemplo, a epilepsia (Mortari et al., 2007a;

Beleboni et al., 2004a).
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Anexo 1. Projeto homologado pela comissédo de ética em uso animal (CEUA) da

UnB.
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Anexo 2. Certificado de pureza e sequenciamento correto do peptideo OcTx-1202(s).
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