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RESUMO

Lopes, KS. ESTUDO DO POTENCIAL ANTIEPILEPTICO DE PEPTIDEOS
ISOLADOS DA PECONHA DA VESPA SOCIAL Chartergellus communis
(Hymenoptera: Vespidae). Tese de Doutorado — Programa de P6s-Graduacao em

Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, 2018.

A epilepsia é uma das doencas neuroldgicas mais comuns em todo o mundo. O
objetivo dessa pesquisa foi buscar por moléculas Uteis a farmacoterapia de crises
epilépticas, a partir da peconha de vespas sociais. Inicialmente, foi feita a coleta e
extracdo de peconha das vespas Chartergellus communis. Apds obtencéo desta, foi
feito o fracionamento, sequenciamento e identificacdo dos peptideos. Foram
identificados 6 peptideos. Quatro destes peptideos (denominados communis 07,
communis 11, communis 18 e communis 19) foram sintetizados, para posterior
utilizacdo em ensaios comportamentais de avaliagdo do potencial antiepiléptico
(inducéo aguda de crises pelo uso dos compostos quimicos pentilenotetrazol — PTZ
e pilocarpina - PILO) e andlise do perfil neurofarmacologico (avaliagdo da atividade
geral espontanea e de alteracdo na coordenacdo motora). Foi verificado que o
peptideo communis 19 (3,0 pg/animal) apresentou resultados mais proeminentes,
devido as alteracdes benéficas em alguns dos parametros avaliados tanto no ensaio
com PTZ (laténcia e duracdo de crises maximas) quanto no ensaio com PILO
(laténcia, duracao e protecdo contra crise maxima, e reducdo da mediana das
classes de crises). Como os melhores resultados ocorreram no modelo utilizando a
PILO, entdo communis 19 foi avaliado em 3 outras doses (0,3, 1,5 e 6,0 pg/animal),
porém a dose de 3,0 pg/animal continuou apresentando melhor desempenho, com
DEso estimada em 1,49 pg/animal. Na avaliacdo eletroencefalografica do efeito de
communis 19 (3,0 pg/animal) foi verificada uma melhora da laténcia, quantidade e
percentual de protecdo contra crises eletroencefalogréaficas generalizadas no modelo
de PILO. Além do mais, communis 19 (3,0 e 30 pg/animal) ndo causou efeitos
adversos na atividade geral espontanea e na coordenagdo motora dos animais. Em
concluséo, foi identificado na pe¢conha de C. communis um peptideo potencialmente
uatil a farmacoterapia da epilepsia.

Palavras-chave: peptideos de vespa; epilepsia; pentilenotetrazol; pilocarpina.



ABSTRACT

Lopes, KS. STUDY OF ANTIEPILEPTIC POTENTIAL OF PEPTIDES ISOLATED
FROM SOCIAL WASP VENOM Chartergellus communis (Hymenoptera:
Vespidae). Doctoral thesis — Post-graduate Program in Health Sciences, Brasilia
University, 2018.

Epilepsy is one of the most common neurological diseases in the world. The
objective of this research was to search for molecules useful to the pharmacotherapy
of Epilepsy, from the venom of the social wasps. Initially, the venom of Chartergellus
communis wasps was collected and their venom was extracted. Afterwards, the
fractionation, sequencing and identification of peptides was carried out. Six peptides
were identified. Four of these peptides (named communis 07, communis 11,
communis 18 and communis 19) were synthesized for later use in behavioral
evaluation tests to assess antiepileptic potential (induction of acute crisis using the
chemical compounds pentylenetetrazole - PTZ and pilocarpine - PILO) and analysis
of neuropharmacological profile (evaluation of general spontaneous activity and
alteration in motor coordination). Among the peptides tested, it was verified that
peptide communis 19 (3.0 ug/animal) presented the most prominent results, since it
caused beneficial alterations in some of the parameters evaluated in both the PTZ
(latency and duration of maximum crisis) and PILO (latency and duration of, and
protection against, maximum crisis, and reduction of the median of the crisis
classes). As the best results occurred with induction of epileptic seizures by PILO,
then communis 19 was evaluated in 3 other doses (0.3, 1.5 and 6.0 pg/animal),
however the dose of 3.0 pyg/animal continued to be the best, with estimated EDsq of
1.49 pg/animal. Electroencephalographic evaluation of the effect of communis 19
(3.0 pg/animal) showed a improve in latency, quantity and percentage of protection
against generalized electroencephalographic crisis in the PILO model. In addition,
communis 19 (3.0 and 30 pg/animal) did not cause adverse effects on general

spontaneous activity and motor coordination of animals.

Keywords: wasp peptides; epilepsy; pentylenetetrazole; pilocarpine.
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administracdo por via intracerebroventricular utilizando uma bomba de
infusdo (b). Foto: Kamila Soares, fevereiro de 2018.

Fatia do cérebro de camundongo Swiss (Mus Musculus), no plano
coronal, demostrando o local de incisdo da canula-guia (seta preta), e a
difusdo do corante azul de metileno pela area dos ventriculos laterais.
Foto: Kamila Soares, fevereiro de 2018.

Esquema do delineamento experimental utilizado para inducdo de
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Pentilenotetrazol (PTZ).

Esquema do delineamento experimental utilizado para inducdo de
crises epilépticas através da administracdo do composto quimico
Pilocarpina (PILO).

Em (a) sdo demostrados o dispositivo eletrbnico conector (*) e os
eletrodos a serem implantados no cortex cerebral (#). Em (b) observa-
se 0 esquema ilustrativo da posicdo dos seis eletrodos implantados no
encéfalo do animal, necessarios para aquisicdo dos registros
eletroencefalograficos. Em (c) é demostrado o dispositivo eletrénico
conectado aos eletrodos (finalizacdo do procedimento cirurgico). Fotos:

Kamila Soares, fevereiro de 2018.
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Arena circular de acrilico que foi utilizada no ensaio de Campo Aberto,
para a determinacdo da atividade geral espontanea. Foto: Kamila
Soares, marco de 2018.

Equipamento Rotarod (Insight Equipamentos®, Brasil) que foi utilizado
para avaliacdo da coordenacé&o motora. Foto: Kamila Soares, margo de
2018.

Ninhos da vespa social Chartergellus communis, coletados no Parque
Municipal do Itiquira, em Formosa — GO. (a) Ninho aderido a um poste
de iluminacéo localizado no interior do parque. Foto: Flavia Maria; Maio,
2014. (b) Ninho aderido a uma estrutura de madeira localizada na
entrada do parque. Foto: Kamila Soares; Abril, 2015.

Cromatograma da peconha ultrafiltrada de C. communis utilizando uma
coluna semi-preparativa C18 Phenomenex. Peconha reconstituida em
agua e acetonitrila a 5%. (A) corresponde as fracdes que ndo serao
analisadas nesse estudo. Communis 01 a communis 19 correspondem
as fracbes que tiveram suas massas moleculares analisadas por
espectrometria de massas.

Cromatogramas obtidos apds os procedimentos de recromatografias
para purificacdo dos peptideos de interesse. Foi utilizada uma coluna
analitica C18 Phenomenex. (a) communis 07, eluicdo em 21,5% do
solvente B. (b) communis 11, eluicdo em 32% do solvente B. (c)
communis 15, eluicdo em 47,5% do solvente B. (d) communis 16,
eluicdo em 46,2 % do solvente B. () communis 18, eluicdo em 49% do
solvente B. (f) communis 19, eluicdo 50,2% do solvente B.

Espectros de massa dos peptideos de interesse obtidos por MALDI
TOF/TOF, demonstrando o grau de pureza das amostras [M+H]". (a)
communis 07. (b) communis 11. (¢) communis 15. (d) communis 16. (e)
communis 18. (f) communis 19.

Sequenciamento de novo obtido do peptideo communis 07. Realizado
por MALDI TOF/TOF no modo LIFT.

Sequenciamento de novo obtido do peptideo communis 11. Realizado
por MALDI TOF/TOF no modo LIFT.
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Sequenciamento de novo obtido do peptideo communis 15. Realizado
por MALDI TOF/TOF no modo LIFT.

Sequenciamento de novo obtido do peptideo communis 16. Realizado
por MALDI TOF/TOF no modo LIFT.

Sequenciamento de novo obtido do peptideo communis 18. Realizado
por MALDI TOF/TOF no modo LIFT.

Sequenciamento de novo obtido do peptideo communis 19. Realizado
por MALDI TOF/TOF no modo LIFT.

Alinhamento das sequéncias primarias dos peptideos isolados a partir
da peconha da vespa social Chartergellus communis com aquelas
anteriormente descritas na peconha de outros Himendpteros. (AA)
corresponde a quantidade de aminoacidos. (%ld) corresponde ao
percentual de identidade do peptideo correspondente isolado de
Chartergellus communis em relacdo a outros peptideos anteriormente
descritos. ( * ) residuo igual; ( : ) modificacdo conservativa; ( . )
modificagdo semi-conservativa; espaco em branco corresponde a
auséncia de identidade entre os residuos.

Efeito dos quatro peptideos sintéticos, nas doses de 3,0 pg/animal,
sobre a laténcia para crise maxima (classe 6) no ensaio de inducéo
aguda de crises epilépticas utilizando o composto pentilenotetrazol. A
andlise estatistica foi realizada utilizando-se o teste t de Student.
*p<0,05 e ***p<0,001 comparados com o grupo LCRa. O n de cada
grupo experimental pode ser verificado na Tabela 9. LCRa: liquido
cefalorraquidiano artificial. DZP: Diazepam (4mg/kg de animal).

Efeito dos quatro peptideos sintéticos, nas doses de 3,0 pg/animal,
sobre a duracdo da crise maxima (classe 6) no ensaio de indugéo
aguda de crises epilépticas utilizando o composto pentilenotetrazol. A
analise estatistica foi realizada utilizando-se o teste t de Student para
dados paramétricos (communis 07 e 19) e o teste Mann Whitney para
os dados ndo paramétricos (communis 11 e 18). *p<0,05 e ***p<0,001
comparados com o grupo LCRa. O n de cada grupo experimental pode
ser verificado na Tabela 9. LCRa: liquido cefalorraquidiano artificial.

DZP: Diazepam (4mg/kg de animal).
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Efeito dos quatro peptideos sintéticos, nas doses de 3,0 pg/animal,
sobre a laténcia para a morte no ensaio de inducdo aguda de crises
epilépticas utilizando o composto pentilenotetrazol. A andlise estatistica
foi realizada utilizando-se o teste t de Student para dados paramétricos
(communis 07, 18 e 19) e o teste Mann Whitney para os dados nao
paramétricos (communis 11). **p<0,01 em comparacdo ao grupo LCRa.
O n de cada grupo experimental pode ser verificado na Tabela 9. LCRa:
liquido cefalorraquidiano artificial. DZP: Diazepam (4mg/kg de animal).
Efeito dos quatro peptideos sintéticos, nas doses de 3,0 pg/animal,
sobre a laténcia para crise maxima (classe 5) no ensaio de inducéo
aguda de crises epilépticas utilizando o composto pilocarpina. A analise
estatistica foi realizada utilizando-se o teste t de Student para dados
paramétricos (communis 11, 18 e 19) e o teste Mann Whitney para os
dados né@o paramétricos (communis 07). **p<0,01 e ***p<0,001
comparados com o grupo LCRa. O n de cada grupo experimental pode
ser verificado na Tabela 10. LCRa: liquido cefalorraquidiano artificial.
DZP: Diazepam (4mg/kg de animal).

Efeito dos quatro peptideos sintéticos, nas doses de 3,0 pg/animal,
sobre a duracdo da crise maxima (classe 5) no ensaio de inducéo
aguda de crises epilépticas utilizando o composto pilocarpina. A analise
estatistica foi realizada utilizando-se o teste t de Student para dados
paramétricos (communis 11, 18 e 19) e o teste Mann Whitney para os
dados ndo paramétricos (communis 07). ***p<0,001 e ****p<0,0001
comparados com o grupo LCRa. O n de cada grupo experimental pode
ser verificado na Tabela 10. LCRa: liquido cefalorraquidiano artificial.
DZP: Diazepam (4mg/kg de animal).

Efeito dos quatro peptideos sintéticos, nas doses de 3,0 pg/animal,
sobre a laténcia para a morte no ensaio de inducdo aguda de crises
epilépticas utilizando o composto pilocarpina. A analise estatistica foi
realizada utilizando-se o teste t de Student para dados paramétricos
(communis 19) e o teste Mann Whitney para os dados ndo paramétricos
(communis 07, 11 e 18). O n de cada grupo experimental pode ser

verificado na Tabela 10. LCRa: liquido cefalorraquidiano artificial. DZP:
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Diazepam (4mg/kg de animal).

Efeito do peptideo communis 19, em quatro doses diferentes, sobre a
laténcia para crise maxima (classe 5) no ensaio de inducdo aguda de
crises epilépticas utilizando o composto pilocarpina. A analise estatistica
foi realizada utilizando-se ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste de
Tukey. **p<0,01 e ***p<0,001 comparados com o grupo LCRa. O n de
cada grupo experimental pode ser verificado na tabela 11. LCRa: liquido
cefalorraquidiano artificial. DZP: Diazepam (4mg/kg de animal).

Efeito do peptideo communis 19, em quatro doses diferentes, sobre a
duracdo da crise maxima (classe 5) no ensaio de inducdo aguda de
crises epilépticas utilizando o composto pilocarpina. A analise estatistica
foi realizada utilizando-se ANOVA de uma via seguida pelo pés-teste de
Tukey, para dados paramétricos (doses de 0,3, 3,0 e 6,0), ou o teste
estatistico Kruskal-Wallis seguido pelo pés-teste de Dunn’s, para dados
nao paramétricos (dose de 1,5). *p<0,05, **p<0,001 e ****p<0,0001
comparados com o grupo LCRa. ++p<0,01 comparado com a dose
imediatamente anterior. O n de cada grupo experimental pode ser
verificado na Tabela 11.

Efeito do peptideo communis 19, em quatro doses diferentes, sobre a
laténcia para a morte no ensaio de inducdo aguda de crises epilépticas
utilizando o composto pilocarpina. A andlise estatistica foi realizada
utilizando-se ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste de Tukey, para
dados paramétricos (doses de 0,3 e 6,0), ou o teste estatistico Kruskal-
Wallis seguido pelo pés-teste de Dunn’s, para dados ndo paramétricos
(doses de 1,5 e 3,0). *p<0,05 comparado com o grupo LCRa. O n de
cada grupo experimental pode ser verificado na Tabela 11. LCRa:
liquido cefalorraquidiano artificial. DZP: Diazepam (4mg/kg de animal).
Curva do efeito de trés doses do peptideo communis 19 (em log) sobre
o percentual de protecdo contra a crise maxima induzida pela
Pilocarpina. Para o célculo da DE5O0 foi feita uma regressédo nao-linear
sigmoide.

Registro eletroencefalografico representativo da atividade elétrica basal

de camundongos, onde se observa auséncia de atividade elétrica com
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alta frequéncia e amplitude.

Registro eletroencefalografico representativo de uma crise epiléptica
generalizada em camundongos, utilizando o indutor quimico
Pilocarpina, onde se observa atividade elétrica de alta frequéncia e
amplitude, além da sincronia nos disparos elétricos dos dois canais de
registros.

Efeito do peptideo communis 19, na dose de 3,0 pg/animal, sobre a
laténcia para crise eletroencefalografica generalizada no ensaio de
inducdo aguda de crises epilépticas utilizando o composto pilocarpina. A
andlise estatistica foi realizada utilizando-se o teste estatistico Kruskal-
Wallis. O n de cada grupo experimental pode ser verificado na Tabela
11. LCRa: liquido cefalorraquidiano artificial. DZP: Diazepam (4mg/kg
de animal).

Efeito do peptideo communis 19, na dose de 3,0 pg/animal, sobre a
duracdo das crises eletroencefalograficas generalizadas no ensaio de
inducdo aguda de crises epilépticas utilizando o composto pilocarpina. A
andlise estatistica foi realizada utilizando-se o teste estatistico Kruskal-
Wallis. O n de cada grupo experimental pode ser verificado na Tabela
11. LCRa: liquido cefalorraquidiano artificial. DZP: Diazepam (4mg/kg
de animal).

Efeito do peptideo communis 19, na dose de 3,0 pg/animal, sobre a
guantidade de crises eletroencefalograficas generalizadas no ensaio de
inducdo aguda de crises epilépticas utilizando o composto pilocarpina. A
andlise estatistica foi realizada utilizando-se o teste estatistico Kruskal-
Wallis. O n de cada grupo experimental pode ser verificado na Tabela
11. LCRa: liguido cefalorraquidiano artificial. DZP: Diazepam (4mg/kg
de animal).

Efeito do peptideo communis 19, em duas doses diferentes, sobre o
comportamento de exploracdo no ensaio de Campo Aberto (Open
Field). A analise estatistica foi realizada utilizando-se ANOVA de uma
via seguida pelo pés-teste de Tukey. **p<0,01 comparado com 0 grupo
LCRa. +++p<0,001 e ++++p<0,0001 comparado com o grupo DZP.

Cada grupo experimental foi composto por 7 animais. LCRa: liquido
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cefalorraquidiano artificial. DZP: Diazepam (4mg/kg de animal).

Efeito do peptideo communis 19, em duas doses diferentes, sobre o
comportamento de imobilidade no ensaio de Campo Aberto (Open
Field). A analise estatistica foi realizada utilizando-se ANOVA de uma
via seguida pelo pés-teste de Tukey. *p<0,05 comparado com 0 grupo
LCRa. +++p<0,001 e ++++p<0,0001 comparado com o grupo DZP.
Cada grupo experimental foi composto por 7 animais. LCRa: liquido
cefalorraquidiano artificial. DZP: Diazepam (4mg/kg de animal).

Efeito do peptideo communis 19, em duas doses diferentes, sobre o
comportamento de elevacdo no ensaio de Campo Aberto (Open Field).
A andlise estatistica foi realizada utilizando-se ANOVA de uma via
seguida pelo pos-teste de Tukey. **p<0,01 comparado com 0 grupo
LCRa. +p<0,05 comparado com o grupo DZP. Cada grupo experimental
foi composto por 7 animais. LCRa: liquido cefalorraquidiano artificial.
DZP: Diazepam (4mg/kg de animal).

Efeito do peptideo communis 19, em duas doses diferentes, sobre o
comportamento de autolimpeza no ensaio de Campo Aberto (Open
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1 INTRODUCAO

1.1 EPILEPSIA: ASPECTOS GERAIS E FISIOPATOLOGICOS

7z

A Epilepsia € uma doenca que assola a humanidade ha milénios. Os
primeiros relatos de alguns dos sinais que viriam a ser associados posteriormente a
guadros epilépticos datam de 2000 anos a.C, e foram feitos na antiga Mesopotamia
(correspondente hoje a regido do Iraque). Naquela ocasido, o autor do manuscrito
descreveu as seguintes caracteristicas de um determinado paciente: “seu pescogo
vira a esquerda, as maos e 0s pés sao tensos e os olhos bem abertos, e de sua
boca flui uma espuma sem que tenha qualquer consciéncia”. Até entdo, imaginava-
se a associacdo com causas sobrenaturais, principalmente aquelas relacionadas
com punigdes divinas (1,2).

Atualmente, os conhecimentos acerca dessa condi¢cdo neuropatoldgica estao
bem mais consolidados e, muito ao contrario das origens misticas conjecturadas
outrora, conceitualmente, a Liga Internacional Contra a Epilepsia (ILAE do inglés
International League Against Epilepsy) a define como um “disturbio cerebral
caracterizado por uma predisposicdo duradoura para geracao de crises epilépticas e
por todas as suas consequéncias neurobiolégicas, cognitivas, psicoldgicas e
sociais”. Logo, as crises epilépticas sdo caracterizadas como “uma ocorréncia
transitoria de sinais e/ou sintomas desencadeados por uma atividade neuronal
excessiva ou sincrénica do cérebro” (3). No que diz respeito ao diagnéstico clinico,
apos ampla discusséo, a ILAE estabeleceu trés condi¢des: (a) ocorréncia de, pelo
menos, duas crises epilépticas ndo provocadas (ou reflexas) em um intervalo de 24
horas; (b) a ocorréncia de pelo menos duas crises ndo provocadas dentro do
periodo de 10 anos, uma vez que a manifestacdo da primeira crise epiléptica ja
aumenta o risco para crises recorrentes em cerca de 60%; (c) diagnostico de uma
sindrome epiléptica (4). Um ponto relevante que deve ser destacado é que 0s
termos Epilepsia e crise epiléptica ndo sdo sinbnimos, apesar de estarem
relacionados. Dizemos que a Epilepsia esta presente quando ha um quadro de

crises epilépticas recorrentes e espontaneas, ou seja, se um individuo apresenta
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uma Unica crise epiléptica isolada ndo necessariamente ele é portador de Epilepsia,
pois esse evento pode nunca mais voltar a manifestar-se. Ja se fala em
epileptogénese quando se tem o desenvolvimento de um estado epiléptico, onde o
cérebro normal passa por reorganizacbes de seus circuitos que o levam ao
aparecimento de crises espontaneas e persistentes (5). Além disso, o termo
convulsao estd em desuso na pratica clinica e cientifica por recomendacdes da ILAE
e da Sociedade Brasileira de Neurofisiologia Clinica, devido a sua associacdo com
um unico tipo de efeito comportamental da hiperestimulacdo sincronica cerebral,
conhecido como crises generalizadas com manifestacdes cldnica e/ou tbnicas, além
de ter um significado pejorativo.

Em nivel molecular, atualmente, sabe-se que a Epilepsia pode ser causada
por multiplos mecanismos, que, de um modo geral, envolvem o desequilibrio entre
as atividades inibitorias e excitatorias cerebrais. Nesse caso, dois
neurotransmissores estdo associados diretamente: o acido y-aminobutirico (GABA),
principal neurotransmissor inibitério do Sistema Nervoso Central (SNC), e o
glutamato, precipua molécula envolvida com a neurotransmissao excitatoria
neuronal. Se por um lado o glutamato atua em neurénios estimulando a transmisséo
sindptica, o0 GABA exerce efeito oposto, contrabalancando possiveis
hiperexcitabilidades neuronais. Assim, quadros epilépticos podem ser gerados com
a disfuncdo das vias que conduzem a inibicdo de descargas elétricas ou com a
promocdo dos mecanismos facilitadores de excitacdo (6,7). Nesse sentido, a
geracdo de descargas epilépticas também pode estar relacionada com alteracdes
em canais idnicos de sodio, potassio, calcio e cloreto voltagem-dependentes, tais
como mudancas em suas expressdes, polimorfismos ou mutacbes, uma vez que
essas estruturas proteicas transmembranares estdo intimamente envolvidas com a
transmissao sinaptica e excitabilidade neuronal (8,9). Além disso, também se postula
a participacdo de processos inflamatorios, respostas imunes adaptativas e
envolvimento de componentes genéticos na fisiopatologia de diversos tipos de
Epilepsias (10,11).

Com relacdo aos aspectos etiologicos, tradicionalmente as crises epilépticas
sao categorizadas como idiopaticas, sintomaticas e criptogénicas, porém atualmente
existe uma recomendacao para substituir tais termos pelas denominagdes genética,

estrutural/metabdlica e desconhecida, respectivamente (12). Quando de origem
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genética, como o proprio nome indica, podem ser identificadas alteragbes na
expressao de determinados genes, 0 que ira sugerir a participacdo de mecanismos
especificos envolvidos na geracédo das crises (13). Como um dos exemplos tem-se
mutagcdes nas subunidades do gene SCN1A, o qual esta relacionado com canais de
sodio. Caso a Epilepsia seja resultado de uma condi¢do patoldgica primaria, a qual
ird diretamente influenciar no aumento do risco de desenvolvimento de crises
epilépticas recorrentes, entdo se diz que estd associada a uma origem
estrutural/metabdlica, onde, como exemplo, tem-se a associa¢ao entre a Epilepsia e
condi¢cdes neuropatologicas, tais como tumores cerebrais, acidente vascular
encefdlico e infeccbes do SNC (13). J4& uma etiologia classificada como
desconhecida dispensa maiores explicacdes acerca de seu significado.

No que se refere aos tipos de crises epilépticas, a depender do sitio de inicio
das descargas elétricas anormais, classicamente, h4 uma subdivisdo em eventos de
natureza focal (ou parcial) e generalizada, e, recentemente, a ILAE recomendou a
inclusdo da terminologia “desconhecida” (14). Aquelas categorizadas como
generalizadas estdo associadas a cerca de 40% dos tipos de Epilepsias, e nesse
caso ha envolvimento de ambos os hemisférios cerebrais no disparo das descargas
elétricas epileptiformes, sendo caracterizadas por sua capacidade de causar
prejuizos de consciéncia, na grande maioria dos casos, e também manifestacdes
motoras bilaterais (15). Ja quando do tipo focal, as quais correspondem a maioria
das desordens epilépticas conhecidas, as crises epilépticas tém origem em uma
determinada regido cerebral e podem ou ndo espalhar-se para focos adjacentes,
passando a receber a denominacdo “focal para ténico-clénica bilateral” caso ocorra
propagacao para o hemisfério contralateral (12,16). Nesse tipo de crise epiléptica, o
local onde a disfungdo inicia-se ird determinar a manifestacdo clinica a ser
evidenciada, onde, por exemplo, movimentos de batida dos labios e mastigactes
sdo caracteristicos de perturbacées no lobo temporal anterior, alucinacdes visuais
com flashes de luz sdo associadas com comprometimentos do lobo occipital, e
postura tonica bilateral estad relacionada com disturbios focais do cortex motor
suplementar e lobo frontal (15,17). Dentre os tipos de crises focais, o nivel de
consciéncia do individuo também pode ser levado em consideracdo, aqui se
referindo a consciéncia durante uma crise e ndo a consciéncia relacionada com a

ocorréncia de uma crise (16). O termo “desconhecida” abrange padrdes convulsivos



27

gue apresentam caracteristicas insuficientes e/ou divergentes para serem
classificados como focais ou generalizados (16). Os principais tipos de crises focais

e generalizadas estédo simplificadamente demonstrados na Figura 1.

Descargas desconhecidas

Descargas Focais

Consciéncia

Consciente prejudicada

Descargas Generalizadas

Inicio motor
Inicio ndo motor

Focal para tonico-cldnica bilateral

Comprometimento motor

- Ténico-clénica

- Qutrotipo
Comprometimento ndo motor
(auséncia)

Comprometimento motor

- Ténico-clénica

- Outrotipo
Comprometimento ndo motor

N&o classificada

Figura 1: Representacdo esquematica padrédo dos tipos de crises epilépticas, segundo a classificacdo
da Liga Internacional Contra a Epilepsia (ILAE). Modificada a partir de Fisher et al., 2017 (16).

Quando analisamos os dados epidemiolégicos associados com a Epilepsia,
nos deparamos com valores bastante relevantes do ponto de vista da saude publica.
A sua prevaléncia € de 5-8 casos a cada 1.000 habitantes em paises desenvolvidos,
e de cerca de 10 casos a cada 1.000 habitantes em paises em desenvolvimento, e,
em ambas as regides econdmicas, apresenta incidéncia maior no primeiro ano de
vida, retornando a aumentar ap6s os 60 anos de idade (7,18,19). Esses dados
fazem com que, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a Epilepsia seja
considerada uma das doencas neurolégicas mais comuns em todo o mundo,
afetando cerca de 50 milhGes de pessoas, 0 que corresponde a aproximadamente

1% da populagcdo mundial (20). Destas, cerca de 80% vivem em paises de baixa e
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média renda. No Brasil, segundo os ultimos dados levantados pelo Sistema de
Informacéo de Atencéo Béasica (SIAB) do Ministério da Saude, até o ano de 2013 a
prevaléncia era de 228 casos a cada 100 mil habitantes (21).

Levando-se em consideracdo tanto a perspectiva epidemioldgica, quanto o
fato de que portadores dessa neuropatologia muitas vezes sofrem devido a
discriminacdes, estigma social e o0 estresse de conviver com uma doenca cronica
gue pode levar a perda de autonomia para o desenvolvimento de atividades diarias
(22), percebe-se que, no que tange as doencas de cunho neuroldgico, a Epilepsia
merece especial atencdo por parte da comunidade cientifica. Apesar dos avangos na
compreensao dos mecanismos celulares e moleculares que levam as desordens
epilépticas terem avancado consideravelmente ao longo dos anos, muitos pontos
importantes em relacdo a fisiopatologia de determinados tipos de crises epilépticas
ainda estdo incompletos ou pouco entendidos.

1.2 FARMACOS ANTIEPILEPTICOS NO AUXILIO AO CONTROLE DAS
MANIFESTACOES NEUROPATOLOGICAS DA EPILEPSIA

Os danos a que os portadores de Epilepsia estdo submetidos nas areas
sociais e psicologicas muitas vezes podem ser até mais nocivos a sua qualidade de
vida do que as préprias crises epilépticas (23,24). Hoje em dia esses pacientes
contam com uma gama de opcdes terapéuticas disponiveis, as quais incluem
principalmente a utilizacdo de farmacos antiepilépticos (FAES) e a intervencéo
cirdrgica, esta ultima quando possivel.

Um FAE deve ser capaz de prover protecdo contra crises epilépticas e,
guando ideal, ndo provocar efeitos adversos nas fun¢cdes normais do SNC. Porém,
0s extensivos efeitos indesejaveis que algumas dessas medicacdes sdo capazes de
provocar, como ataxia, sonoléncia e tontura, sdo os grandes desafios da adeséao a
farmacoterapia (12). Apesar de existir mais de 20 FAEs disponiveis para o
tratamento de desordens epilépticas, todos representam apenas medidas
sintomaticas, ou seja, auxiliam na erradicagdo das crises sem prover esperanca de

cura completa ou garantir um impedimento a progressao da doenca (25,26). Com
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base nessa falta de cura, a ILAE preconiza que aqueles pacientes que
apresentavam Epilepsia e estdo a mais de 10 anos sem crises sdo considerados
com Epilepsia resolvida, mas nédo sao reconhecidamente curados.

A intervencdo farmacolégica na Epilepsia teve inicio em 1897 com a
introducdo do brometo de potassio (27). Hoje em dia, seu uso como terapia de
escolha se tornou obsoleto, principalmente devido aos seus consideraveis efeitos
adversos, passando a ser apontado apenas como uma opc¢ao potencialmente util
como farmaco de terceira escolha para o tratamento de Epilepsia em criangas (28).
Posteriormente, uma descoberta acidental fez com que o fenobarbital, um farmaco
previamente utilizado como hipnético e sedativo, tivesse suas propriedades
antiepilépticas identificadas, de modo a permanecer até hoje como uma das opc¢des
terapéuticas mais utilizadas (29). Os dois farmacos citados anteriormente,
juntamente com outros, tais como Fenitoina, Primidona, Carbamazepina, Acido
Valpréico e os Benzodiazepinicos, constituem a chamada primeira geracdo de
FAEs, os quais tinham uso limitado devido a seus mecanismos de acao, beneficios
oferecidos e efeitos indesejaveis relacionados (30,31). A necessidade por farmacos
mais eficazes e melhor tolerados fez com que os avangos no desenvolvimento
clinico levassem a formulacdo da segunda geracdo de FAEs, onde Vigabatrina,
Felbamato, Gabapentina e Topiramato sdo alguns exemplos das novas opcodes
terapéuticas introduzidas naquela época. Apesar de consideraveis avancos nas
propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas, esses farmacos ainda sao
dotados de relevantes desvantagens no que tange aos seus efeitos adversos, como
inducéo de hepatotoxicidade (Felbamato), nefrolitiase (Topiramato) e ganho de peso
(Vigabatrina) (32). Atualmente, a farmacoterapia antiepiléptica conta também com os
farmacos de terceira geracédo, tais como Lacosamida, Retigabina e Rufinamida, os
quais foram desenvolvidos baseados nos avancos do entendimento dos
mecanismos fisiopatolégicos que conduzem a hiperexcitabilidade neuronal e
epileptogénese, passando a fornecer novas alternativas terapéuticas de relevante
utilidade, principalmente aos pacientes portadores de crises epilépticas refratarias
(33).

Em termos farmacodinamicos, os FAEs podem proporcionar a melhora do
guadro patologico através da interacdo com multiplos alvos moleculares, os quais

incluem principalmente: (a) aumento da inibicdo mediada por GABA através da acao
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especialmente sobre os receptores do tipo GABAA, transportadores para GABA do
tipo GAT1 ou na enzima GABA transaminase; (b) reducdo da excitacdo sinaptica
mediada por receptores ionotrdpicos de glutamato; (c) modulacédo de canais idnicos
voltagem-dependentes, tais como canais para sodio, potassio e caélcio; e (d)
modulacdo direta dos componentes envolvidos com a liberacdo vesicular singptica
(34). A Figura 2 demonstra, de forma simplificada, o local de acdo de alguns dos

farmacos comercialmente disponiveis.
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Figura 2: Representagdo esquematica de alguns farmacos antiepilépticos comercialmente disponiveis

e seus principais alvos terapéuticos. Modificado a partir de Loscher & Schmidt, 2012 (35).

Quanto se chega a decisdo pela adocdo da farmacoterapia, alguns fatores
importantes devem ser levados em consideragéo, tais como: sexo, idade, a etiologia
e tipo das crises, seu risco de recorréncia, tolerabilidade e efeitos adversos
associados (31). Normalmente, o tratamento farmacolégico se inicia com a utilizacédo
de monoterapia e em baixas doses, a qual sera ajustada lentamente até se alcancar
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a dose maxima tolerada (12). Caso o primeiro farmaco falhe devido, por exemplo, a
ineficacia ou baixa adesdo por parte do paciente, entdo um segundo FAE é
adicionado a terapia, e assim sucessivamente. Muitas vezes busca-se evitar a
politerapia, uma vez que terapias combinadas, além de elevar os custos do
tratamento, tendem a comprometer a tolerancia aos efeitos adversos (5,36).

Apesar de, atualmente, a terapia medicamentosa abranger um amplo
espectro caracterizado por atuar em diversificados mecanismos de acao, ela ndo é
efetiva para todos os pacientes, sendo capaz de controlar as crises em
aproximadamente 70% dos casos quando a escolha dos farmacos é bem conduzida
(7,20,37). Deste modo, cerca de 30% dos pacientes ndo alcancam o controle de
suas crises adequadamente e, além dos problemas associados a tolerabilidade dos
farmacos antiepilépticos, outro relevante infortinio clinico que contribui para isso é a
ocorréncia de farmacorresisténcia (27). Diz-se que esse evento esta presente
guando as crises epilépticas sdo persistentes, mesmo apoOs tentativas com pelo
menos trés FAEs em suas doses maximas toleradas (38). Diante dos empecilhos
relatados acima, podemos observar que a terapia medicamentosa da Epilepsia
apresenta-se como um campo ainda repleto de desafios a serem solucionados, que
envolvem, principalmente, o desenvolvimento de novos farmacos que proporcionem
uma melhor adeséo aos regimes terapéuticos cronicos, e que sejam mais eficazes
na atenuacdo das crises daqueles pacientes nao atendidos pelas opcoes

terapéuticas comercialmente disponiveis.

1.3 UTILIDADE DOS MODELOS EXPERIMENTAIS IN VIVO A FARMACOTERAPIA
DA EPILEPSIA

A ciéncia observacional e os achados ao acaso marcaram 0sS primeiros anos
de descoberta das terapias antiepilépticas, em uma época onde ndo havia ainda
uma abordagem racional e direcionada ao desenvolvimento de farmacos (39).
Felizmente, como o passar do tempo e emergentes necessidades, 0 processo de
descoberta de novas farmacoterapias foi consideravelmente aperfeicoado,

principalmente com o desenvolvimento, por exemplo, de modelos in vivo
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direcionados especificadamente para esse proposito. Assim, 0s modelos
experimentais utilizando animais de laboratorio tém dado suporte aos ensaios nao-
clinicos para a busca de novos FAEs ha muitos anos, e um dos marcos dessa
pratica foi a descoberta das propriedades antiepilépticas da fenitoina, em 1936,
através da experimentacdo utilizando gatos (40). Desde entdo, uma variedade de
modelos in vivo Uteis aos propoésitos farmacoterapéuticos das desordens epilépticas
tem sido desenvolvidos, aprimorados e implementados.

Atualmente, muitos dos modelos animais disponiveis sdo capazes de
desempenhar funcionalidades que vao além da mera descoberta do potencial
antiepiléptico de determinada molécula, uma vez que podem ser aplicados para
finalidades variadas, tais como: caracterizar o espectro de atividade frente a
diferentes tipos de crises, comparar as vantagens oferecidas pela nova ferramenta
terapéutica em estudo frente aquelas apresentadas pelas opc¢fes de tratamento ja
clinicamente estabelecidas, prever possiveis efeitos adversos, avaliar se ha
alteracdo da eficacia do novo FAE quando utilizado de modo crbnico, estimar as
concentracbes plasmaticas seguras e efetivas a serem aplicadas nos ensaios
clinicos, dentre outras (41).

Quando se pretende realizar o screening inicial de um numero variado de
compostos € interessante que o modelo experimental seja de facil execucdo,
eficiente quanto ao tempo e custo empenhados e, acima de tudo, confiavel para a
predicdo de uma eficacia clinica (42). Diversificados tipos de Epilepsia ou crises
epilépticas podem ser induzidos experimentalmente a partir de variados protocolos,
a fim de abordar desordens tanto de modo agudo quanto de forma crbnica, sendo
capazes de reproduzir caracteristicas eletroencefalograficas e comportamentais.
Dentre algumas das principais metodologias aplicadas objetivando-se a triagem
farmacoldgica de moléculas com potencial terapéutico sobre a Epilepsia tém-se os
protocolos de estimulagédo elétrica e a utilizacdo de agentes neuroquimicos (43).
Nestes ultimos, também referidos como modelos de inducdo quimica de crises
epilépticas, sado utilizados compostos como indutores das crises, 0s quais irdo
mimetizar os sinais patoldgicos da doenca de acordo com o mecanismo de acdo
especifico para cada agente. Como exemplo de protocolos nesse sentido, tém-se as
estimulacdes utilizando os compostos quimicos indutores Pentilenotetrazol (PTZ) e
Pilocarpina (PILO).
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Logo apds os primeiros relatos de sua acdo pro-epiléptica, o PTZ foi usado
por muitos laboratérios como composto auxiliar a descoberta de novas moléculas
Uteis ao tratamento de Epilepsias (44). A sua utilizagdo em modelos de crises uteis a
triagem pré-clinica de novas moléculas com potencial antiepiléptico data da época
de 1949, caracterizando-se, assim, como um dos primeiros protocolos experimentais
desenvolvidos, e ainda sendo extensivamente utilizado nos dias atuais, como
“padréo ouro” para a evidenciacéo inicial da atividade antiepiléptica (42,45). O PTZ é
capaz de gerar crises generalizadas do tipo crises de auséncia (pequeno mal) e do
tipo com manifestagdes tbnico e/ou clbnicas, similares aquelas que acometem
humanos (46). Postula-se que esse composto exerce sua atividade indutora de
crises através do antagonismo ndo competitivo em receptores gabaérgicos do tipo A
(receptores GABA,), 0S quais estdo associados a canais de cloreto (47). Nessa
metodologia, diferentes vias para administracdo do indutor podem ser utilizadas,
tendo a via subcutanea como a mais empregada. Relata-se que crises epilépticas do
tipo generalizadas com manifestacdes tbnico e/ou clénicas podem ser induzidas em
ratos ou camundongos, de acordo com a dose administrada (geralmente entre 80 a
100 mg/kg para camundongos e 70 a 90 mg/kg para ratos) (48,49).

O modelo experimental utilizando o indutor Pilocarpina (PILO) foi
primeiramente descrito no ano de 1983 por Turski e colaboradores (50), uma vez
gue foi observado que esse composto, quando administrado por via intraperitoneal,
foi capaz de causar atividade epileptiforme em estruturas limbicas, seguidas por
automatismos e convulsdes limbicas motoras que evoluiram para o quadro de status
epilepticus (SE) (51). O mecanismo de a¢ao da PILO envolve a sua atuacdo sobre
receptores colinérgicos muscarinicos, mais precisamente do tipo M1 (43,52).
Atuando através desses receptores, alguns estudos in vivo revelaram que a PILO
causa um desequilibrio entre a neurotransmisséo excitatéria e inibitéria, além de
induzir uma elevagéo dos niveis de glutamato em algumas regides cerebrais, apos o
aparecimento das crises epilépticas (53,54). Desse modo, algumas evidéncias
consideraveis apoiam a sugestdo de que, apesar de iniciadas por um mecanismo
gue envolve receptores M1, as crises sdao mantidas pela ativagcdo de receptores
NMDA, os quais sdao um dos principais receptores do sistema glutamatérgico
(54,55).
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E importante salientar que, diante da heterogeneidade de mecanismos
fisiopatologicos, origens e manifestacbes clinicas relacionadas com o
desenvolvimento das desordens epilépticas, ndo existe um modelo Unico capaz de
representar essa neuropatologia de um modo global (56), assim como também né&o
€ possivel predizer sobre o completo potencial terapéutico de um candidato
farmacologico a partir da aplicacdo experimental de apenas um dos modelos
animais disponiveis, ja que estes apresentam diferenciados mecanismos para

geracao dos quadros epilépticos pretendidos (57).

1.4 POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DOS PRODUTOS NATURAIS

Um dos maiores patrimdnios compartilhados por todo o0 nosso planeta é a sua
imensa biodiversidade. Levantamentos apontam que, em todo o mundo, existem
cerca de 7 milhdes de espécies animais, aproximadamente 298 mil espécies de
plantas, dentre outros milhares de organismos distintos em superficies terrestres e
marinhas (58). Diante de toda essa riqueza nativa 0 homem encontra um vasto
leque de opcgbes para uma pratica exercida desde os primérdios da medicina:
utilizacdo de produtos extraidos da natureza para o tratamento das mais variadas
patologias (59,60). Tal atividade data desde 2600 a.C., onde os primeiros registros
foram feitos na Mesopotamia e correspondem ao emprego de 6leos provenientes de
plantas para o tratamento de tosses, resfriados e inflamacodes (61,62).

Extratos preparados a partir de plantas, animais, microrganismos e minerais
eram tidos como Unicas fontes de medicamentos disponiveis para o tratamento das
moléstias que acometiam o homem até antes do século XX, e acreditava-se que
essas preparacfes eram possuidoras de efeitos misteriosos que, até entdo,
desafiavam a racionalidade humana. Porém, no inicio do século XX, a teoria que
relaciona a interacao farmaco-receptor como sendo responsavel pelo efeito bioldgico
de compostos quimicos revolucionou 0 mundo cientifico e 0s pensamentos acerca
da utilizacdo de farmacos e, a partir desse momento, chegou-se a compreenséo de

que compostos especificos presentes nos extratos eram os responsaveis pelos
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efeitos terapéuticos observados, criando-se, assim, a nhecessidade de caracteriza-los
melhor estruturalmente (63).

Nesse contexto, a etnofarmacologia e a medicina tradicional tém dado suporte
a descoberta de novos farmacos baseados em produtos naturais, e estes ja
contribuiram com quase metade de todas as moléculas aprovadas para uso
terapéutico ao longo das ultimas décadas (64,65). Dados apontam que entre os
anos de 2008 a 2013 foram aprovados para comercializagdo 25 farmacos
relacionados a produtos naturais ou seus derivados, onde a maioria encontra-se
concentrada nas areas da terapéutica quimioterapica (66).

Diante desse fato, a seguinte indagacdo pode vir a emergir: O que torna 0s
produtos naturais tdo atrativos a sintese de novos farmacos? Um dos motivos
chaves que contribuem para esse sucesso € a sua grande diversidade estrutural e
guimica (67). Esta € resultante da quimica combinatéria da natureza, principalmente
relacionada a ocorréncia de pressdes evolutivas, a qual € capaz de gerar estruturas
estereoquimicamente complexas que se encontram em grande parte ausentes na
sintese quimica convencional (60,63). Além do mais, a sintese de alguns compostos
guimicos por organismos vivos, aliada a similaridade estrutural dos seus alvos
proteicos entre diversas espécies, faz com que muitos desses elementos sejam
capazes de interagir com alvos moleculares com bastante poténcia e especificidade,
e, assim, apresentem maiores probabilidades de exercer algum efeito bioldgico
guando comparadas aquelas moléculas sintetizadas de modo aleatério (63,67).

E importante ressaltar que um dos principais objetivos de um estudo
envolvendo produtos naturais com propésitos farmacoldgicos € utilizar uma estrutura
molecular com potencial terapéutico como uma molécula protétipo para a sintese de
um novo farmaco, ou seja, a sintese de um analogo com possiveis melhoramentos
em variadas propriedades. Um dos primeiros passos envolvidos no estudo de um
produto natural como fonte terapéutica € o processamento das amostras oriundas da
fonte biologica de origem. Levando-se em consideracdo o fato de que produtos
naturais sado capazes de disponibilizar um consideravel arsenal molecular util a
realizacdo de diversificadas triagens farmacoldgicas, entdo o correto isolamento e
elucidacdo estrutural dessas moléculas representam etapas criticas e de
fundamental importancia. Houve um momento em que esses procedimentos

analiticos eram vistos como sérios entraves, uma vez que a sua relevante demanda
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por tempo e custo de execugcdo era incompativel com os anseios da industria
farmacéutica. Porém, os avancos tecnoldgicos e o advento de novas técnicas, cada
vez mais automatizadas, revolucionaram a descoberta de novos farmacos a partir de
fontes da natureza. Hoje em dia, a utilizacdo de técnicas analiticas combinadas, tais
como a cromatografia liqguida de alta eficiéncia como meio para separagdo e a
ressonancia magnética nuclear ou espectrometria de massas como métodos de
identificacdo, permitem o trabalho com extratos brutos de modo a se acelerar o
acesso a variados compostos purificados, otimizando-se também o conhecimento
relacionado com suas informacodes estruturais (68,69).

Quando tratamos das classes de moléculas oriundas dessas fontes naturais,
com consideravel aplicacdo a pesquisa e desenvolvimento na area farmacéutica,
devemos levar em consideracédo o grande espaco que 0S compostos caracterizados
como peptideos vém ganhando desde o final do século XX (70). Algumas
caracteristicas fazem dos peptideos candidatos farmacolégicos bastante
promissores, tais como: tamanho pequeno quando em comparagdo com outras
moléculas; possibilidade de reducdo dos efeitos adversos e aumento da poténcia
farmacoldgica devido ao seu alto grau de especificidade para um determinado alvo
in vivo; ampla gama de alvos terapéuticos possiveis; baixa acumulacdo em tecidos,
dentre outras (71). Por outro lado, algumas barreiras ao desenvolvimento
farmacologico dessas moléculas também podem ser encontradas devido & possivel
presenca de algumas caracteristicas comprometedoras, tais como reduzida
estabilidade metabdlica, capacidade de permeacdo em membranas biologicas e
biodisponibilidade (70).

Valendo-se dos beneficios propiciados e contornando racionalmente os
entraves que porventura estivessem presentes, alguns farmacos de notéria utilidade
clinica foram desenvolvidos com base na estrutura de peptideos. Dentre um dos
exemplos classicos tem-se o anti-hipertensivo Captopril, formulado a partir de um
peptideo originalmente extraido da peconha da serpente brasileira Bothrops
jararaca, por volta de 1970 (72). Como exemplos mais recentes tém-se a Exenatida
(Byetta®), util ao tratamento do diabetes tipo 2 e que foi desenvolvido tendo-se
como referéncia um peptideo encontrado na saliva de um lagarto, o monstro de Gila

(73), e também a Ziconotida (Prialt®), que corresponde ao primeiro farmaco



37

derivado de fonte marinha, mais precisamente do caracol Conus magus, indicado
para a terapéutica da dor crénica severa (74).

N&o surpreende o fato de que, até 0 momento, apenas uma pequena parte do
vasto universo molecular disponivel na natureza foi explorada com a finalidade de se
determinar suas atividades biolégicas (75). O nosso pais representa uma fonte de
enorme potencial para o estudo de produtos naturais, uma vez que possui uma das
maiores biodiversidades do mundo, abrigando cerca de 10 a 20% de todas as
espécies vivas conhecidas mundialmente, o que representa, aproximadamente, dois
milhdes de espécies compreendidas entre plantas, animais e microrganismos (76).
Toda essa surpreendente diversidade bioldgica encontra-se distribuida em uma
imensa area com caracteristicas climaticas e geograficas bastante variadas, formada
por biomas admiraveis, tais como a floresta Amazébnica, a Mata Atlantica, o sertdo da
Caatinga e a regido de savana conhecida como Cerrado. Desse modo, o territorio
brasileiro aparece como um dos campos mais ricos para a busca e desenvolvimento
de farmacos baseados em produtos naturais, e, para isto, muitos esfor¢cos tem sido

dispensados por parte da comunidade cientifica.

1.5 PECONHA DE VESPAS: UMA ABUNDANTE FONTE DE MOLECULAS
BIOATIVAS

Dentre a grande variedade de seres vivos englobados no reino animal,
agueles pertencentes a classe Insecta formam um dos maiores e mais diversificados
grupos de organismos, compreendendo aproximadamente 80% de todas as
espécies animais, onde em torno de 950.000 j& foram descritas (77,78). Muitos
desses seres vivos sao capazes de produzir compostos quimicos capazes de
exercer diversificadas funcbes, que vao desde a sua utilizacdo como sinais para
manter a comunicagao com outros organismos até sua aplicagdo como mecanismo
de defesa contra predadores. Uma caracteristica interessante refere-se ao fato de
gue muitos insetos produzem uma variedade de toxinas, cujas respostas fisioldgicas

induzidas sédo capazes de exercer efeitos andlogos relevantes em patologias
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humanas, e, desse modo, surgem como fonte de novos compostos com aplicagéo
medicinal (78).

Desde alguns anos, a peconha produzida por insetos pertencentes a ordem
Himendptera, na qual estdo compreendidas vespas, abelhas e formigas, vém
despertando cada vez mais atencdo da comunidade cientifica mundial, com
crescente destaque no que se refere a identificacdo de uma variedade de compostos
biologicamente ativos. Estes incluem proteinas de alto peso molecular, como
enzimas e alérgenos, aminas, pequenos peptideos, dentre outras moléculas (79).
Dentro dessa ordem, apesar da pegonha produzida por abelhas constituir-se como a
mais amplamente caracterizada tanto quimica quanto funcionalmente, nota-se que
h4 uma ascensdo dos conhecimentos relacionados com a constituicdo e efeitos
biol6gicos da peconha produzida por vespas, atualmente com informacdes bem
mais aprofundadas.

Vespas produzem uma peconha que apresenta bastante diversidade
molecular em sua composi¢do, caracterizando-se como fontes potencialmente
relevantes para a disponibilizacdo de novos compostos biologicamente ativos com
aplicacdo farmacoldgica e terapéutica. Dentre alguns dos principais integrantes
encontrados em suas peconhas destacam-se as proteinas, englobando moléculas
alergénicas e enzimas, pequenos peptideos com fung¢des variadas, incluindo, por
exemplo, as atividades a nivel neurolégico e antimicrobiano, e 0s componentes com
baixa massa molecular, tais como aminas bioativas e aminoacidos (80). Tais
compostos sdo alguns dos responsaveis por muitas das manifestagdes clinicas
observadas ap0s a picada de vespas. Estas manifestacées podem incluir reacdes
locais devido ao aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos cutaneos, como
dor e edema, anafilaxia e subsequente choque anafilatico e, em casos de acidentes
mais graves envolvendo a injecdo de altas doses de peconha, podem ocorrer
reacOes toxicas sistémicas desencadeantes de hemolise, rabdomidlise, insuficiéncia
renal aguda, hepatotoxicidade, dentre outras (79,81,82). A Tabela 1 relaciona alguns
dos componentes presentes em peconhas de vespas e suas principais atividades

evidenciadas sobre sistemas bioldgicos.
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Tabela 1 - Compostos isolados a partir da peconha de vespas e suas principais atividades bioldgicas
relacionadas. Modificada a partir de Monteiro et al., 2009 (79) e Lee et al., 2016 (80).

Componentes Principais efeitos evidenciados Referéncia
Atividade alergénica;
Aumento da permeabilidade endotelial;
Enzimas (Hialuronidase, Acao inflamatoria;
Fosfolipases Al e A2) Atividade hemolitica; (83-89).
Inducédo de agregacéao plaquetaria e formacao de
trombos
Peptideos degranuladores Inflamacao alérgica; (90-95).
de mastdcitos Atividade antimicrobiana
Bloqueio da transmissédo sinaptica associada a
receptores nicotinicos de acetilcolina e receptores
ionotrépicos de glutamato; (96-106).
Inativacéo de canais de sodio;
Inibicdo pré-sinaptica da neurotransmissao colinérgica;
Neurotoxinas Efeito antinociceptivo;
Efeitos comportamentais e anticonvulsivantes
Cininas Hiperalgesia (107-109).
Peptideos quimiotaticos Atividade inflamatéria; (110-113).
Efeito antimicrobiano
Proteinas interferentes da Inibicdo da agregacéo plaquetaria,; (114,115).
hemostasia Atividade fibrinolitica
Hiperalgesia
Peptideos ainda sem Formacéo de edema (116)

classe definida

Atividade hemolitica




40

A vespa Chartergellus communis (Figura 3) foi descrita por Richards (1978)
(117), e esta compreendida em um dos géneros de vespas sociais neotropicais
menos abundantes (118). As colbnias formadas pelas vespas do género
Chartergellus séo relativamente pequenas quando comparadas com aquelas de
outras vespas sociais, uma vez que existem outros géneros, como o Agelaia, por
exemplo, que normalmente formam ninhos constituidos por milhares de espécimes
(119,120). Quanto a sua distribuicdo, observou-se que, no Brasil, elas podem ser
encontradas principalmente desde o Mato Grosso até o Norte de S&o Paulo,
predominantemente habitando em vegetacdes classificadas como cerrado stricto
senso e cerraddo (117,121). Um estudo recente também apontou a nova ocorréncia
dessa espécie de vespa no bioma da caatinga, mais precisamente na regido do
estado do Ceara (122).

Figura 3: Fotografia da vespa social Chartergellus communis nas vistas lateral (a), dorsal (b) e ventral

(c). Foto: Leandro Campos; Janeiro de 2016.

Até o momento, a grande maioria dos estudos cientificos envolvendo vespas
da espécie Chartergellus communis concentra-se principalmente na determinacao
de suas caracteristicas essencialmente bioldgicas, tais como: analises
morfofisiolégicas, observacbes de comportamento social e verificacbes da
diferenciagao entre castas. Quando analisamos a peconha produzida pelas vespas

dessa espécie, nos deparamos com um campo de estudo ainda muito pouco
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explorado. Até entdo, existe apenas um trabalho cientifico publicado na literatura, de
autoria do nosso grupo de pesquisa, que traz informacdes iniciais sobre a sua
composicdo e/ou caracterizagdo quimica e estrutural, assim como também revela

alguns efeitos bioldgicos de componentes isolados dessa peconha (116).

1.6 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DESSA PESQUISA CIENTIFICA

Como relatado anteriormente, aproximadamente 30% dos pacientes
epilépticos ainda padecem devido a condicdes intrataveis, as quais estao
relacionadas principalmente a determinados tipos de crises refratarias e ocorréncia
de farmacorresisténcia. Além do mais, a tolerabilidade dos FAEs é comprometida,
uma vez que, em geral, sdo capazes de causar extensivos efeitos adversos, que
variam em frequéncia e gravidade. Levando-se em consideracdo as necessidades
dos pacientes ndo atendidos pelas opc¢des farmacoterapéuticas comercialmente
disponiveis, e o0s inevitaveis efeitos indesejados associados aos tratamentos
farmacologicos existentes, percebe-se que h& uma crescente necessidade de
desenvolver novos FAEs. Nesse sentido, a natureza pode vir a ser uma preciosa
aliada através do fornecimento de novos compostos quimicos potencialmente
neuroativos.

Nessa perspectiva, particularmente em neurociéncia, toxinas naturais tém
apresentado um papel importante no desenvolvimento de ferramentas
farmacologicas, apresentando alta afinidade e seletividade sobre mecanismos
neuronais (102,123-125). Estudos com peconhas de vespas sociais despertam
atencdo especial, principalmente no que diz respeito a possibilidade de descoberta
de novas moléculas potencialmente Uteis para o desenho racional de compostos a
serem usados na farmacoterapia de variadas neuropatologias. A primeira vista pode
parecer um tanto quanto curioso o fato de peconhas caracteristicamente causadoras
de efeitos deletérios sobre o organismo, como, por exemplo, a geracao de
processos inflamatérios, serem também providas de propriedades potencialmente
terapéuticas. Isto se deve fundamentalmente devido a pressdes evolutivas que

tornaram essas peconhas essenciais para propositos de primordial importancia aos
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organismos que a produzem: a garantia de sobrevivéncia, incluindo tanto a fuga de
predadores quanto a busca por alimento. No ambito da atividade no SNC, moléculas
produzidas por variadas espécies de artropodes podem atuar em circuitos neuronais
excitatorios ou inibitérios de insetos e mamiferos, com o principal intuito de causar
paralisia de seus predadores e/ou presas. A partir dessa observacéo, entao surgiu a
hipotese de que esses compostos, isoladamente, poderiam ter utilidade a
terapéutica de condicbes patolégicas que envolvem a modulacdo da atividade
neuronal.

Nos ultimos anos, uma variedade de compostos neuroativos provenientes da
peconha produzida por vespas foram identificados, isolados e sintetizados (126), e
muitos deles demonstraram utilidade consideravel como alternativas farmacologicas
as principais patologias que acometem o SNC, como na Doenca de Alzheimer,
Doenca de Parkinson e Epilepsia (106). No contexto da Epilepsia, diversos trabalhos
tem demonstrado que compostos isolados da peconha de vespas séo capazes de
interagir com estruturas neurais responsaveis pelo controle de crises epilépticas, tais
como atuacdo em canais ionicos, receptores ou na interferéncia a liberacdo de
neurotransmissores (105,127-129). Alguns dos principais exemplos incluem: a
atividade antiepiléptica em modelos animais e a capacidade para inibicdo da ligacédo
do GABA e do L-glu em ensaios utilizando membranas de cértex cerebral de ratos,
ambas demonstradas pela peconha desnaturada da vespa Polybia ignobilis (130); a
capacidade para o bloqueio in vivo de crises epilépticas quimicamente induzidas
pelos agentes convulsivantes bicuculina, picrotoxina e acido kainico exibida pela
peconha desnaturada da vespa social Polybia occidentalis (103); o isolamento de
um composto antiepiléptico proveniente da peconha da vespa Polybia paulista, o
peptideo inédito Ppnp7 (131).

Diante dos exemplos apresentados acima, percebe-se que peconhas
oriundas de vespas sociais sobressaem como fontes altamente promissoras no que
diz respeito a busca por substancias biologicamente ativas e com provaveis
potenciais terapéuticos sobre a Epilepsia. Desse modo, e levando-se em
consideracdo que a aplicacdo de conhecimentos etnofarmacologicos e
guimiotaxondmicos pode conduzir ao aumento da probabilidade de sucesso através
da busca por compostos biologicamente ativos em espécies intimamente

relacionadas entre si (132), entdo existe uma possibilidade significativa de que a
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peconha da vespa social Chartergellus communis também apresente em sua

constituicdo alguma molécula Gtil ao manejo clinico das crises epilépticas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Isolar, identificar e avaliar o efeito antiepiléptico de peptideos provenientes da
peconha da vespa Chartergellus communis, a fim de obterem-se moléculas que auxiliem

no desenvolvimento de farmacos Uteis a terapéutica da epilepsia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Coletar exemplares da vespa social Chartergellus communis na regidao de Formosa-
GO;

v Extrair a pe¢onha de vespas sociais da espécie Chartergellus communis e obter de

compostos com baixas massas moleculares;

v' Separar fracGes peptidicas provenientes da peconha de Chartergellus communis,

utilizando-se a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

v' Realizar o sequénciamento e identificacdo de peptideos, por meio de espectrometria

de massas MALDI TOF/TOF e degradacao automatica de Edman;

v' Estudar a atividade antiepiléptica de quatro peptideos sintéticos idénticos aos isolados
da peconha da vespa Chartergellus communis, por meio de modelos de inducéo
aguda de crises epilépticas utilizando os agentes quimicos indutores Pentilenotetrazol
(PTZ) e Pilocarpina (PILO);
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v' Verificar os registros video-eletroencefalograficos relacionados aos efeitos do
peptideo com melhor acdo sobre os modelos de inducédo aguda de crises epilépticas

propostos;

v" Determinar o perfil neurofarmacol6gico do peptideo que apresentou melhor acdo nos
ensaios de inducdo aguda de crises epilépticas, a partir de andalises da atividade geral

espontanea, alteracdo da coordenacao motora e verificacdo do indice terapéutico.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 PARTE I: CARACTERIZAGCAO QUIMICA DE PEPTIDEOS PRESENTES NA
PECONHA

3.1.1 Obtencédo de vespas da espécie Chartergellus communis

Vespas sociais pertencentes a espécie Chartergellus communis foram
coletadas no Parque Municipal do Itiquira, localizado na cidade de Formosa — GO
(coordenadas geogréaficas: 15°22'4"S/47°27'20"0). O procedimento de coleta
consistiu na retirada manual de cada ninho, utilizando-se sacos plasticos para a sua
acomodacédo. Apos a coleta, esses ninhos foram transportados para o Laboratorio
de Neurofarmacologia — UnB, acondicionados em isopor contendo gelo, para
posterior eutanasia das vespas contidas em seu interior, utilizando-se congelamento
a - 20°C.

Durante a realizacdo da coleta foram utilizados equipamentos e acessorios
para protecédo individual (macacao de apicultor, luvas, calcado fechado, repelente),
para prevenir possiveis acidentes relacionados principalmente as picadas de
vespas.

Espécimes exemplares dos ninhos coletados foram enviadas ao
Departamento de Zoologia e Botanica da Universidade Estadual Paulista, onde
foram gentilmente identificados pelo Prof. Dr. Fernando B. Noll, e encontram-se
depositadas na cole¢édo de Hymenopteros da referida universidade.

Todos os procedimentos de coleta, acesso e remessa do material genético
objeto de estudo dessa pesquisa forma feitos com o amparo das seguintes
autorizacdes/licencas: autorizacdo para acesso e remessa de componente do
patrimbnio genético expedida pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico
e Tecnologico (CNPq) (Anexo A), autorizagdo de coleta emitida pela Secretaria
Municipal de Meio Ambiente de Formosa (Anexo B), autorizacdo da Secretaria de

Turismo para acesso ao local de coleta (Anexo C), licencas para coleta expedidas
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pelo Instituto Chico Mendes de Conservacgéo da Biodiversidade (ICMBio) (Anexos D
e E).

3.1.2 Extracdo e processamento inicial da peconha oriunda de vespas
sociais da espécie Chartergellus communis

As glandulas e reservatorios contendo a peconha foram extraidos
manualmente das vespas fémeas, com auxilio de pingas, e conforme a

exemplificacdo demonstrada na Figura 4.

Figura 4: Processo de extragcdo manual das glandulas e reservatdrios de peconha utilizando pincas.
Foto: Luana Cristina; Fevereiro de 2016.

Posteriormente, todo o material obtido foi acondicionado em tubos plasticos e
estocado a -80 °C, até a realizacdo do processamento inicial para obtencdo dos
compostos com baixas massas moleculares. Este consistiu em procedimentos de
ultrafiltracdo, utilizando filtro para centrifugacdo (Microcon®, Millipore, Alemanha) de
até 10.000Da. Para tanto, previamente, todo o material extraido das vespas foi
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homogeneizado em agua deionizada e acetonitrila (razdo de 1:1, v/v), macerado e
centrifugado (3024 xg por 10 min). Em seguida, o sobrenadante formado foi
transferido para um filtro e submetido ao procedimento de ultrafiltracdo em
centrifuga refrigerada (12096 xg; a 4 °C; 30 min). ApoOs a ultrafiltracdo, todo o
conteudo filtrado foi submetido ao processo de secagem a vacuo (SpeedVac
Concentrator, Thermo Scientific®, EUA) tendo, posteriormente, seu peso seco
determinado em balanca analitica. Apos a quantificacdo, o material resultante foi
acondicionado em temperatura de -80 °C, até o preparo necessario para a
separacao dos seus constituintes.

3.1.3 Isolamento de fracdes peptidicas provenientes da peconha de

Chartergellus communis

Para a separacdo das fracbes peptidicas utilizou-se a técnica de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em fase reversa (Shimadzu®,
Japdo). Nessa etapa, o0 material contendo compostos com baixas massas
moleculares foi ressuspendido em agua deionizada contendo 5% de acetonitrila.

No processo de fracionamento foi utilizada uma coluna do tipo semi-
preparativa (C18 Luna, 10 pm, 250 x 10 mm, Phenomenex®, Torrence, EUA). O
solvente A consistiu em agua deionizada com 0,1% de acido trifluoroacético (TFA)
(v/v), e como solvente B foi utilizada acetonitrila com 0,1% de TFA (v/v). Para eluicéo
empregou-se um gradiente isocratico de 5% de B durante os 20 primeiros minutos, e
um gradiente de 5 a 60% de B durante os proximos 40 min, com fluxo de 1,5 mL/min
durante toda a corrida. A absorbancia foi monitorada a 216 e 280 nm e o tempo total
de corrida foi de 100 min. Cada fracdo eluida foi coletada de forma manual para,
posteriormente, ser submetida a secagem a vacuo e quantificacdo em balanca
analitica.

Processos de recromatografias foram realizados para purificagdo daquelas
fracdes peptidicas de interesse que ndo se apresentavam com alto grau de pureza
apos a primeira etapa cromatografica. Para tanto, utilizou-se uma coluna analitica de

fase reversa (C18 Synergi 4um, Fusion-RP, 250 x 4,6 mm, Phenomenex®, Torrance,
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EUA). O material para essa analise foi ressuspendido em agua deionizada contendo
10% de acetonitrila. Os solventes A e B e a absorbancia para monitoramento foram
0S mesmos descritos anteriormente, ja o fluxo foi de 1 mL/min durante toda a
corrida. Utilizaram-se protocolos experimentais especificos para cada fracdo
peptidica recromatografada, de acordo com as caracteristicas de eluicdo (tempo de
retencdo e gradiente da solucdo B) observadas apOs a cromatografia inicial. Deste
modo, foram utilizados protocolos que tiveram uma variacdo do gradiente de B em

uma faixa de 21 a 52%.

3.1.4 Sequenciamento e identificacdo de peptideos procedentes da

peconha de Chartergellus communis

As fracBes cromatograficas e os peptideos isolados da peconha de C.
communis foram submetidos a técnica de espectrometria de massas utilizando
MALDI TOF/TOF (Matriz-assisted laser desorption ionization time of flight) Autoflex
speed (Bruker Daltonics®, Alemanha), para a inspecdo de massas moleculares (MS),
identificacdo das suas respectivas sequéncias primarias de aminoacidos
(sequénciamento de novo) (MS/MS), assim como também para verificacbes do grau
de pureza de cada fracéo peptidica.

Os espectros de massas foram obtidos a partir da utilizacdo de dois modos
distintos de operacdo: o modo refletivo positivo, através do qual se determinou as
massas moleculares das amostras analisadas, e o0 modo LIFT, o qual permitiu
obterem-se 0s espectros Uteis ao sequenciamento de novo. As analises foram
precedidas de procedimentos de calibracdo utilizando-se a mistura Protein
Calibration Standard IV (Bruker Daltonics®, Alemanha). Quanto & faixa de deteccao,
foi utilizada uma razdo massa/carga (m/z) de 100 a 10.000 Da. As amostras
submetidas a esse ensaio foram ressuspendidas em &agua deionizada e
homogeneizadas com uma matriz de éacido alfa-ciano-4-hidroxicinamico (Sigma-
Aldrich®, EUA). Essa mistura foi aplicada, em duplicata, a uma placa MTP
AnchorChip 384 (Bruker®, Alemanha) e, apés secagem e consequente cristalizacao,

as amostras seguiram para as devidas inspecfes. Para obtencdo dos dados
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propostos nessa analise foram utilizados os seguintes softwares: FlexControl 3.4
(Bruker Daltonics®, Alemanha), necessario para aquisicdo dos espectros de massa,
e FlexAnalysis 3.4 (Bruker Daltonics®, Alemanha), para interpretacdo e
sequenciamento de novo.

Adicionalmente, foi utilizada a técnica de degradacdo automatica de Edman
como um meio complementar a etapa de sequenciamento dos peptideos. Para
tanto, utilizou-se um sequenciador de proteinas PPSQ-31A (Shimadzu Instrumentos
Cientificos®, Columbia, EUA). Esta analise foi feita pelo Dr. Fernando Zamudio, em
colaboracdo com o laboratério coordenado pelo Dr. Lourival D. Possani (Instituto de
Biotecnologia, Universidade Nacional Autbhoma do México, Morelos, México).

Apoés a obtencdo das sequéncias peptidicas de interesse, foram feitas buscas
por similaridades com peptideos anteriormente isolados da peconha de
Himendpteros. Para isso, utilizaram-se bancos de dados adequados, os quais
corresponderam ao Uniprot (disponivel em http://www.uniprot.org/) e BLASTP
(disponivel em <http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins>). Uma vez
encontradas similaridades, realizou-se o alinhamento das sequéncias de peptideos
utilizando-se o] software Clustal Omega (disponivel em

<http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/>).

3.1.5 Peptideos sintéticos utilizados para avaliacdo do potencial

antiepiléptico e perfil neurofarmacoldgico

De posse do conhecimento sobre a composi¢cao quimica de alguns peptideos
presentes na pegonha da vespa Chartergellus communis, foram escolhidas quatro
sequéncias primarias para serem sintetizadas. O processo sintético foi feito pela

empresa brasileira AminoTech Pesquisa e Desenvolvimento Ltda®.
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3.2 PARTE Il AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIEPILEPTICO E PERFIL
NEUROFARMACOLOGICO

3.2.1 Solubilizacédo dos peptideos sintéticos

Os peptideos sintéticos utilizados para a realizacao dos ensaios in vivo foram
solubilizados em liquido cefalorraquidiano artificial (LCRa) (NaCl 119mM; NaHCO;
26mM; KCI 2,5mM; NaH,PO,4 1mM; MgCl, 1,3mM; Ce¢H12,05 10mM), imediatamente

antes de cada procedimento experimental.

3.2.2 Sujeitos experimentais

Foram utilizados camundongos Mus Musculus (Swiss) machos, pesando
entre 20 e 30g, adquiridos junto ao biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
UnB. Os animais foram acondicionados em caixas de plastico apropriadas ao uso
em experimentacao (medidas de 40,5 x 31,7 x 17,3 cm; maximo de 20 animais por
caixa) e mantidos em condicbes controladas no que diz respeito ao ciclo
claro/escuro (12/12 horas), temperatura (25 °C) e umidade (55%). Durante todo o
periodo experimental, foram oferecidas agua e alimentacdo ad libitum. Cada um dos
grupos experimentais que constituiu 0s ensaios biolégicos propostos a seguir
continham 5-8 animais, nos experimentos de inducdo aguda de crises epilépticas e
avaliacdo do perfil neurofarmacoldgico, e 3-4 animais para o estudo da atividade
elétrica cerebral por video-eletroencefalografia. Ao todo, foram utilizados 170

animais na realizacéo de todas as analises in vivo que fizeram parte desse estudo.
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3.2.3 Procedimento neurocirurgico para implantacdo de uma canula-guia

Uma vez que a administracdo do material objeto de estudo foi feita por via
intracerebroventricular (i.c.v.) (Figura 5), para todos 0s ensaios in vivo propostos,
houve a necessidade da realizacdo prévia de uma neurocirurgia estereotaxica para
implantacdo de uma céanula-guia na regido do ventriculo lateral cerebral direito dos
animais, conforme demostrado na Figura 6. As canulas mediam 10 mm e foram
confeccionadas a partir de agulhas hipodérmicas (BD 0,70 x 25 mm 22G).

O passo inicial consistiu na anestesia do animal utilizando-se os farmacos
comerciais Ketamina (75 mg/kg, intraperitoneal — i.p.) (Dopalen, Ceva Saude
Animal®, Brasil) e Xilasina (15 mg/kg, i.p.) (Anasedan, Ceva Satde Animal®, Brasil).
Enquanto o animal encontrava-se profundamente anestesiado (Plano Il do estagio
Il de anestesia) (133), ele foi inserido em um estereotaxico (Insight Equipamentos®,
Brasil) e o procedimento teve inicio. O primeiro passo cirurgico foi a realizacédo de
assepsia na superficie da cabeca do animal utilizando-se iodopovidona a 10% (PVPI
tépico, Vic Pharma®, Brasil). Ap6s essa etapa, foi feita anestesia local através da
injec@o de cloridrato de lidocaina com hemitartarato de norepinefrina (subcutaneo —
sc) (Lidostesim, Dentsply®, EUA), para posterior exposicdo de seu cranio e
realizacdo das medidas estereotaxicas necessarias ao posicionamento da canula na
regido cerebral pretendida. Tendo-se como referéncia um atlas de coordenadas
estereotéxicas (134), as medicdes foram feitas a partir do ponto do Bregma (AP: -0,2
mm / ML: -1,0 mm / DV: -2,3 mm). Em posicdo contralateral a da céanula foi
implantado um parafuso para equilibrar o seu peso. Esse parafuso também serviu
para garantir uma melhor fixac&o da resina acrilica (Artigos Odontolégicos Classico®,
Brasil), a qual foi adicionada para imobilizar a canula inserida no cérebro do animal.
Um fio de aco inoxidavel foi colocado no interior da canula para evitar possiveis
obstru¢cdes. Por dltimo, foi administrada, de modo topico, uma pomada contendo
sulfato de neomicina e bacitracina (Medley®, Brasil), a fim de prevenir possiveis
infeccBes locais e auxiliar na cicatrizacdo. Somente ap6s 5 a 7 dias de recuperacao
0s animais foram submetidos as andlises comportamentais propostas. Nado foram

utilizados farmacos analgésicos ou anti-inflamatérios no periodo pés-cirdrgico,
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considerando que essas medicacbes podem vir a interferir nos resultados
relacionados a acdo dos compostos em estudo.

Ao final de cada bioensaio todos os animais utilizados nas experimentacdes
foram submetidos a eutanasia, utilizando uma overdose com um farmaco anestésico
geral (THIOPENTAX®, Cristalia, Brasil), para verificacdo da correta posicdo da
canula-guia através da utilizacao do corante azul de metileno (viai.c.v.). Os cérebros
foram extraidos da caixa craniana e acondicionados em uma matriz de acrilico para
camundongos (Insight Equipamentos®, Brasil). Foram realizados cortes seguindo as
marcagOes da matriz, de modo a verificar o local de inser¢do da canula-guia e a
marcacdo dos ventriculos laterais em azul, conforme demonstrado na Figura 6. Em
caso de correta posicdo da canula, o corante difunde-se por toda a regido dos

ventriculos (direito e esquerdo).

Figura 5: Um dos passos envolvidos na implantagdo da canula-guia na regido do ventriculo lateral
cerebral direito dos animais (a) e o procedimento de administracdo por via intracerebroventricular

utilizando uma bomba de infuséo (b). Foto: Kamila Soares, fevereiro de 2018.
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Figura 6: Fatia do cérebro de camundongo Mus Musculus (Swiss), no plano coronal, demostrando o
local de incisdo da céanula-guia (seta preta), e a difusdo do corante azul de metileno pela area dos

ventriculos laterais. Foto: Kamila Soares, fevereiro de 2018.

3.2.4 Ensaio da atividade antiepiléptica utilizando modelos agudos para

inducao de crises

Para verificar o potencial antiepiléptico dos peptideos sob analise foram
utilizados os modelos in vivo de inducdo quimica aguda de crises epilépticas pela
administracdo de dois indutores quimicos diferentes, Pentilenotetrazol (PTZ) e
Pilocarpina (PILO). Ambos os compostos sdo capazes de gerar diferentes tipos de
crises epilépticas, via mecanismos moleculares também distintos. Uma vez que
analisamos a acao de peptideos isolados de C. communis sobre crises epilépticas
induzidas quimicamente, entdo os animais foram pré-tratados com 0os compostos a
serem estudados, e, para ambos os modelos, os peptideos foram testados
inicialmente na dose de 3,0 pg/animal, em 1 yL de LCRa. Aquele peptideo que
apresentou um efeito antiepiléptico mais pronunciado também foi testado nas doses
de 0,3, 1,5 e 6,0 pg/animal. Tais doses foram escolhidas com base na literatura
disponivel, por padronizacdo laboratorial e de acordo com ensaios anteriores, no
préprio laboratoério, envolvendo a perspectiva antiepiléptica e utilizacdo de peptideos
provenientes de vespas sociais (201-203). A administracdo dos compostos sob
andlise foi realizada com auxilio de uma bomba para infusédo (BI-2008, AVS

Projetos®, Brasil) ajustada para infundir 1,2 pL/min, acoplada a uma agulha de
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infusdo medindo 10,5 mm de comprimento. Os comportamentos apresentados pelos
animais foram filmados por 30 minutos (1800s), de acordo com o delineamento
experimental para cada um dos modelos, conforme descrito a seguir.

Para o modelo de PTZ, conforme o esquema demonstrado pela Figura 7, 15
minutos ap0s o pré-tratamento inicial dos animais com cada peptideo e/ou dose
pretendida, foi administrado o agente indutor de crises epilépticas (95 mg/kg, s.c.)
(Sigma-Aldrich®, EUA), o qual é capaz de provocar crises generalizadas em 100%
dos camundongos. Logo em seguida, os animais foram posicionados em uma arena

circular de acrilico e o periodo de filmagem teve inicio.

» , Fim da ob a
Administragdo do peptideo em im da observacao

. ini a comportamental e do registro
estudo (icv) Administracao do PTZ (sc) p ; g
em video
15 min. 30 min.
| ] |
| | |
Inicio da filmagem e Fim da filmagem e
observagido observagéo
comportamental comportamental

Figura 7: Esquema do delineamento experimental utilizado para inducdo de crises epilépticas através

da administracdo do composto quimico Pentilenotetrazol (PTZ).

No modelo utilizando a PILO, 15 minutos antes de cada pré-tratamento, e
com o objetivo de se minimizar os efeitos colinérgicos periféricos causados por esse
indutor de crises, os animais receberam Butilorometo de Escopolamina (Boehringer
Ingelheim®, Alemanha) na dose de 2 mg/kg diluido em salina (150 mM de NaCl), por
via ip, em todos 0s grupos experimentais. O agente indutor de crises (250 mg/kg,
i.p., Sigma-Aldrich® Alemanha) foi administrado 15 minutos apés o pré-tratamento
com os peptideos. Posteriormente, os animais foram posicionados na arena
destinada para filmagem dos seus comportamentos. Esse delineamento

experimental pode ser melhor evidenciado na Figura 8.
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Administracdo do Fim da observacdo

Administragdo de Administracaoda

Escopolamina {ip) peptldeo. em estudo PILO (ip) comportament?l e doregistro
(icv) em video
15min. 15 min. 30 min.

| | | |
| | | |

Inicio da filmagem e Fim da filmagem e

observacao observacao
comportamental comportamental

Figura 8: Esquema do delineamento experimental utilizado para inducdo de crises epilépticas através
da administragdo do composto quimico Pilocarpina (PILO).

Além daqueles grupos experimentais formados pela avaliacdo dos peptideos,
também foram feitos grupos controle para ambos os modelos de crises induzidas, 0s
guais sao os seguintes: grupo controle negativo (denominado grupo LCRa), onde o0s
animais receberam pré-tratamento com o veiculo utilizado para solubilizar os
peptideos (1 pL de LCRa, i.c.v.) e, posteriormente, foram induzidas as crises
epilépticas pela injecdo de PTZ ou PILO; grupo controle positivo (denominado grupo
DZP), no qual o pré-tratamento consistiu na administracdo do antiepiléptico
Diazepam (DZP) (4 mg/kg de animal, i.p.) (Compaz®, Cristalia, Brasil), e o indutor de
crises foi injetado apds 30 minutos.

Ao final dessa etapa experimental, todos os registros gerados foram
analisados individualmente. A avaliacdo das crises epilépticas foi feita utilizando-se o
indice de Racine (1972) (135), onde para analise da inducdo por PTZ foi utilizada a
classificacdo modificada por Luttjohann e colaboradores (2009) (136) (Tabela 2), e
para a analise do modelo induzido por PILO foi utilizada a classificacdo modificada a
partir de Shibley e Smith (2002) (137) (Tabela 3). Os parametros avaliados foram:
percentual de protecdo contra a crise maxima (classe 6 para PTZ e classe 5 para
PILO), laténcia para inicio da crise maxima (s), duracdo da crise maxima (s), laténcia
para a morte (em segundos), taxa de sobrevivéncia (em %) e mediana das classes
de crises, segundo os indices. Com relacdo a laténcia para inicio da crise maxima e

morte, quando o animal ndo apresentou esse tipo de crise ou ndo morreu foi
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contabilizado o tempo total de andlise, ou seja, a laténcia para aquele animal foi
considerada maxima (1800s) para esses dois parametros. Ja quanto ao parametro
de duracdo da crise maxima, para aqueles animais que morreram antes do término
da andlise comportamental foi realizado um ajuste do tempo de duragcdo da crise
maxima, correlacionando-se o tempo em crise maxima enquanto o animal estava
vivo com o tempo total de analise proposto. A dose efetiva 50% (DEs - dose capaz
de causar determinado efeito terapéutico em 50% dos animais) foi calculada
utilizando-se os valores obtidos quanto ao percentual de protecdo contra a crise
maxima, segundo as escalas detalhadas nas Tabelas 2 e 3.

Tabela 2 - Avaliacdo das crises epilépticas induzidas por Pentilenotetrazol considerando-se as
classes atribuidas ao indice de Racine (1972) (135), modificado por Littjohann e colaboradores
(2009) (136).

Classes Sinais apresentados

1 Imobilidade e/ou redugdo comportamental stbita.
2 Movimentos faciais com focinho ou com focinho e olhos.
3 Movimentos do pescoco.
4 Crises clbnicas na posigdo sentada.

Crises clonicas e/ou tonico-clénicas na posi¢do deitada e/ou crises tonicas.
5

Crises tonicas e/ou tonico-cl6nicas na posicdo deitada de lado e/ou saltos
6

violentos.
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Tabela 3 - Avaliacdo das crises epilépticas induzidas por Pilocarpina considerando-se as classes
atribuidas ao indice de Racine (1972) (135), modificado a partir de Shibley e Smith (2002) (137).

Classes Sinais apresentados

le2 Mioclonia de cabega, enrijecimento da cauda, tremores, freezing.

Crises tonico-clénicas pouco intensas marcadas por mioclonias unilaterais dos

3 membros.
4 Crises mioclonicas bilaterais dos membros.

Crises mioclonicas bilaterais dos membros acompanhada de perda transitoria do
5

controle postural (Crise generalizada).

3.2.5 Anadlise da atividade elétrica cerebral por Video-eletroencefalografia

3.2.5.1 Procedimento neurocirdrgico para implantacdo dos eletrodos

necessarios a andlise video-eletroencefalografica

Apenas aquele peptideo que apresentou o efeito antiepiléptico mais
pronunciado sobre algum dos modelos in vivo descritos anteriormente foi submetido
a essa analise, a fim de se verificar a acdo sobre os registros eletroencefalograficos
(EEG) gerados.

Nessa etapa, o procedimento inicial consistiu na implantacdo da canula-guia
necessaria a administracdo dos peptideos, conforme descrito anteriormente. Apds,
foram realizadas as medicBes necessarias a implantacdo de seis eletrodos
responsaveis pela captacdo da atividade elétrica, todos posicionados no coértex do
animal, e, para fazer referéncia aos pontos da montagem do Sistema Internacional
10-20 de eletroencefalografia em humanos, foram alocados em éareas cerebrais
correspondentes as regides frontal, parietal e occipital do encéfalo (Figura 9b). Os
eletrodos eram formados por parafusos acoplados a fios condutores (8403, Pinnacle
Technology®, EUA) (Figura 9a). Foram inseridos dois eletrodos em cada uma dessas

regibes, um em cada hemisfério cerebral, de modo que a distancia entre eles
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obedeceu as medi¢des descritas na Tabela 4, a partir do ponto do Bregma (134). Os
eletrodos dispostos na regido frontal ficaram posicionados no cortex motor primario,
onde aquele presente no hemisfério esquerdo € o eletrodo de referéncia
(Shared/EEG Common), enquanto que aquele localizado no hemisfério direito € o
eletrodo terra (AGND), responsavel pela minimizacdo de fatores externos
interferentes como o sinal ruido e a movimentacdo do animal. Os eletrodos fixados
na area parietal ficaram posicionados no cortex somatossensorial primario (canal
EEG 1). J& os eletrodos occipitais foram dispostos na regido correspondente ao
cortex visual primério (Canal EEG 2). Ap6s a fixacdo de todos os eletrodos ao
encéfalo, entdo foi necessario fazer a sua interligacdo a um dispositivo eletrénico
(8415-SM, Pinnacle Technology®, EUA) (Figura 9c), o qual serviu como conector
entre os eletrodos encefdlicos e o sistema de monitoramento de video-
eletroencefalografia. Por ultimo, o conjunto formado por eletrodos mais conector foi
fixado a superficie craniana do animal pela utilizacdo de resina acrilica (Artigos
Odontolégicos Classico®, Brasil) (Figura 9c), e foi administrada, de modo tépico, uma
pomada contendo sulfato de neomicina e bacitracina (Medley®, Brasil), a fim de
prevenir possiveis infeccdes locais e auxiliar na cicatrizagdo. Apds o procedimento
cirirgico, os animais ficaram em periodo de recuperacdo e somente foram

submetidos a analise video-eletroencefalografica apés 5 a 7 dias.
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(@)

(b)

Hemisfério esquerdo Hemisfério direito

Eletrodo Eletrodo
referéncia terra
Canal Canal
EEG 1 EEG 1
Canal Canal
EEG 2 EEG 2

(c)

Figura 9: Em (a) sdo demostrados o dispositivo eletrdnico conector (*) e os eletrodos a serem
implantados no cértex cerebral (#). Em (b) observa-se o esquema ilustrativo da posicdo dos seis
eletrodos implantados no encéfalo do animal, necessarios para aquisicdo dos registros
eletroencefalograficos. Em (c) é demonstrado o dispositivo eletrdnico conectado aos eletrodos

(finalizacdo do procedimento cirdrgico). Fotos: Kamila Soares, fevereiro de 2018.
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Tabela 4 - Medicdes utilizadas, a partir do ponto do Bregma, para a implantacéo dos seis eletrodos

necessarios a captacao dos sinais eletroencefalograficos apresentados pelos animais.

Mesolateral ~ Anteroposterior

Eletrodos terra e
referéncia +1,5mm +1 mm
Canal EEG 1 +2 mm -1 mm
Canal EEG 2 + 3 mm -3 mm

3.2.5.2 Obtencéao e analise dos registros video-eletroencefalograficos

Esse procedimento experimental foi realizado utilizando-se um sistema
padronizado para monitoramento de video-eletroencefalografia (Pinnacle
Technology®, EUA).

Inicialmente, os eletrodos implantados no encéfalo do animal foram
devidamente acoplados ao sistema de monitoramento, via conexdao com o
dispositivo eletrénico citado anteriormente. ApoOs, 0s registros dos sinais elétricos
tiveram inicio, onde, primeiramente, foi feita a captacdo da atividade elétrica basal
do animal (linha basal) por 30 minutos. Posteriormente, iniciaram-se as analises do
perfil elétrico cerebral associado ao ensaio em curso. Deste modo, o tratamento dos
animais, tanto com o peptideo sob analise, na dose que apresentou uma melhor
efetividade nos modelos agudos, quanto com o indutor de crises, seguiu 0 mesmo
delineamento experimental ja descrito para cada modelo de inducdo quimica
relatado acima (Secao 3.2.4). Assim como também foram feitos grupos controles nos
mesmos moldes daqueles descritos para 0s ensaios de indugcdo aguda de crises
epilépticas. Os registros de EEG foram monitorados continuamente durante o
periodo de duas horas apoés a inducéo quimica de crises epilépticas nos animais, e
foram feitos tomando-se a diferenca de potencial entre dois eletrodos, para cada
canal do eletroencefalograma.
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Ao final do periodo experimental, todos os registros de video-
eletroencefalografia foram avaliados utilizando-se o software Sirenia Pro verséo
1.8.0 (Pinnacle Technology®, EUA). Para andlise dos dados gerados nessa etapa
experimental foram utilizados apenas os 30 minutos iniciais de registro, apos a
aplicacdo do indutor de crises. Os parametros avaliados em relacdo as crises
eletroencefalograficas generalizadas foram: laténcia para inicio (s); tempo total

(duracéao) (s); quantidade de crises; percentual de protecéo contra esse tipo de crise.

3.2.6 Estudo do perfil neurofarmacoldgico

Essa analise teve como objetivo determinar os efeitos adversos relacionados
a acdo daquele peptideo que apresentou melhor atividade sobre os ensaios de
inducédo aguda de crises epilépticas. Para tanto, foram utilizadas nesta etapa duas
doses: aquela mais efetiva sobre os ensaios de indu¢cdo aguda de crises e também
outra 10 vezes superior, esta a fim de tentar-se prever um indice terapéutico. Foram
avaliadas as alteracdes na atividade geral espontanea e na perda da coordenacéo
motora (ataxia).

Para a determinacdo da atividade geral espontanea foi utilizado o ensaio de
campo aberto (Open Field). Inicialmente, houve a administracdo do composto em
estudo, via i.c.v., e apds 15 minutos os animais foram posicionados no centro de
uma arena circular de acrilico (60 centimetros de diametro, 50 centimetros de
altura), a qual apresenta uma diviséo interna em 12 quadrantes (Figura 11). A partir
desse momento todos os animais foram filmados por 20 minutos, sendo 0s primeiros
5 minutos descartados da analise, uma vez que corresponderam ao periodo de
adaptacao ao ambiente. Para avaliacdo, foi contabilizado o tempo total gasto pelos
animais, individualmente, na pratica dos comportamentos de exploracao,
imobilidade, autolimpeza e elevacéo, segundo as definicbes apresentadas na Tabela
5 (modificadas a partir de Speller e Westby, 1996) (138). Além do mais, também foi
observada a quantidade de linhas cruzadas totalmente pelo animal como
complemento a avaliacdo do comportamento exploratorio. Todos os videos gerados

foram avaliados utilizando-se o software Any-Maze (Stoelting®, EUA).
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Tabela 5 - Definicdes dos comportamentos avaliados no ensaio do Campo Aberto, modificados a
partir de Speller e Westby, 1996 (138).

Comportamento Aspectos observados

Imobilidade Auséncia de movimentos.

Exploratdrio Manter-se ativo. Cheirar ou caminhar pela arena.

Limpar focinho, patas anteriores ou posteriores, genitais, cauda,

Autolimpeza
P cabeca, dorso, ventre.

Permanecer equilibrado nas duas patas posteriores, apoiado ou

Elevacao ~
nao nas paredes da arena.

Figura 10: Arena circular de acrilico que foi utilizada no ensaio de Campo Aberto, para a
determinacéo da atividade geral espontanea. Foto: Kamila Soares, marco de 2018.

As alteracoes relacionadas com a disfungdo motora (ataxia) foram verificadas
através do ensaio utilizando o equipamento Rotarod (Insight Equipamentos®, Brasil)
(Figura 12). Essa experimentacdo consistiu em submeter os animais a movimentos
giratorios constantes sob um suporte que apresenta as seguintes caracteristicas:

barra cilindrica com 5cm de didmetro e velocidade de giro de 20 rotagcbes por
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minuto. Trés dias antes do ensaio propriamente dito, foram realizadas apenas
sessfes de treinamento com todos 0s animais, para que eles pudessem aprender a
permanecer na barra cilindrica (3 se¢cbes de 5 min cada, por dia). No dia do ensaio,
previamente, foi realizado um pré-teste com todos os animais anteriormente
treinados, e somente aqueles que conseguiram permanecer durante 5 min na barra
giratéria estavam aptos a participar da experimentacdo. Esta consistiu na
administracdo, via i.c.v., do peptideo sob estudo, e subsequente avaliacdo dos
pardmetros necessarios apos 15, 40, 60, 80 e 120 minutos de tratamento. Para cada
um desses intervalos de tempo foram realizadas sessdes de teste de 5 min. Os
parametros registrados foram: quantidade de animais que falharam em permanecer
na barra cilindrica e laténcia para a queda (s). Para aqueles animais que ndo cairam
em cada uma das etapas de avaliacdo foi considerado o valor maximo de laténcia
para a queda (300s). O numero de camundongos que falharam em permanecer no
aparelho foi usado para calcular a dose na qual 50% dos animais apresentam
descoordenacdo motora (DTsp). Este valor, juntamente com aquele de DEsg, foi
utilizado para o calculo do indice terapéutico (margem de seguranca de um farmaco
— relacdo entre a dose necesséria para produzir um efeito indesejado e aquela que
produz o efeito terapéutico esperado).

Para ambos os modelos experimentais relatados acima, foram feitos grupos
controles nos mesmos moldes daqueles descritos para 0s ensaios de inducéao aguda

de crises epilépticas (Secéao 3.2.4).
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Rota Rod

Figura 11: Equipamento Rotarod (Insight Equipamentos®, Brasil) que foi utilizado para avaliacao da
coordenagao motora. Foto: Kamila Soares, marco de 2018.

3.2.7 Aspectos Eticos

A manipulacdo dos animais experimentais seguiu 0s principios éticos do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e a Lei
Arouca (Lei 11.794/2008). Este projeto de pesquisa foi submetido a Comissédo de
Etica no Uso Animal da UnB (CEUA/UnB), sendo foi aprovado e homologado sob os
nameros de protocolos UnBDoc 45810/2009 e 144410/2014 (Anexo J).

3.2.8 Anédlises Estatisticas

A andlise estatistica dos dados experimentais obtidos foi realizada utilizando-
se o0 software GraphPad Prism® 7.0 (San Diego, EUA). Para valores estatisticamente
significantes foi considerado o valor de p<0,05. Todas as andlises estatisticas
concernentes aos efeitos dos peptideos avaliados sobre os modelos de epilepsia
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foram realizadas em comparacdo ao grupo LCRa (controle negativo). Ja para os
ensaios posteriores (ensaio eletroencefalografico e estudo do perfil
neurofarmacoldgico) foram feitas andlises estatisticas comparando-se todos os
grupos experimentais.

Primeiramente, foi feita uma analise para verificar se os dados apresentam
uma distribuicdo normal. Caso estivessem enquadrados dentro das premissas para
avaliacdo paramétrica, foi utilizado o teste ANOVA de uma via (one-way ANOVA) ou
o teste t de Student. Este foi utilizado para verificar a significancia dos tempos de
laténcia e de duracdo dos parametros propostos relacionados com os ensaios de
inducdo aguda de crises epilépticas, quando foi comparada a acdo de cada
peptideo, isoladamente, em relacdo ao grupo controle negativo (LCRa). O teste
ANOVA de uma via foi empregado para verificagdo da significancia dos parametros
associados ao ensaio eletroencefalografico, assim como também quanto aos tempos
totais gastos pelos animais nos bioensaios de avaliacdo da atividade geral
espontanea, e efeito relacionado as diferentes doses testadas no ensaio de inducéo
aguda de crises. Em caso de significancia, os testes ANOVA de uma via foram
seguidos pelo pos-teste de Tukey. Para aqueles grupos que ndo apresentaram uma
distribuicdo normal, foi feita uma avaliacdo ndo-paramétrica, utilizando-se o teste
estatistico Kruskal-Wallis, seguido pelo pos-teste de Dunn’s, ou o teste de Mann
Whitney. Ja a analise estatistica da laténcia para a queda no ensaio de Rotarod foi
feita pela utilizacdo do teste Two-way ANOVA, seguida pelo pos-teste de multiplas
comparacdes de Bonferroni.

Na verificacdo do percentual de protecdo contra crises maximas/generalizadas
e taxa de sobrevivéncia, referentes aos ensaios de video-eletroencefalografia e aos
modelos de crises epilépticas quimicamente induzidas, assim como também na
analise de significAncia quanto a quantidade de animais que falharam em
permanecer na barra cilindrica do ensaio de Rotarod, foi utilizado o teste exato de
Fisher. A significancia com relacdo a mediana das classes foi verificada com o teste
Mann Whitney.

Na determinacdo da DEsy, foi utilizada a analise ndo linear sigmoide. O indice
terapéutico foi calculado pela razdo da DTsg pela DEs.

Todos os valores de significAncia obtidos ap0s a execucdo dos testes

estatisticos necessarios as analises propostas encontram-se dispostos no anexo G.






70

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PARTE I: CARACTERIZACAO QUIMICA DE PEPTIDEOS PRESENTES NA
PECONHA

Em muitos estudos observados na literatura um dos primeiros passos
envolvidos na descoberta de uma nova ferramenta terapéutica, oriunda de produtos
naturais, € a evidenciacdo de seu efeito bioldgico, mesmo antes de se saber o que
de fato € aquele composto, ou seja, antes de conhecé-lo estruturalmente
(103,130,139). Este conhecimento, entdo, viria a ser obtido em etapas
subsequentes. Sob alguns aspectos, essa estratégia pode ser considerada
vantajosa, uma vez que a busca pela identidade estrutural ja é direcionada para algo
gue se sabe ser, na pratica, efetivo para atuar em determinado alvo molecular. Por
outro lado, o inicio de uma busca cientifica por candidatos farmacolégicos
envolvendo primeiramente a observacado de seu efeito terapéutico também pode
trazer desvantagens e, quando tratamos de compostos derivados de peconhas
animais, uma delas € a necessidade da utilizacdo de grandes quantidades de
material, principalmente se, inicialmente, sdo feitos ensaios bioldgicos in vivo. Esse
fato, em alguns casos, pode tornar-se um consideravel empecilho a pesquisa, uma
vez que pode demandar uma coleta pronunciada dos espécimes/materiais animais
necessarios, o que pode vir a impactar negativamente a sua biodiversidade e, além
disso, o0 estudo pode envolver espécies dificeis de serem encontradas
rotineiramente, o que pode prejudicar o andamento das experimentacdes (140).

Diante dos obstaculos relatados acima, e com o intuito de tentar evita-los,
decidiu-se por readequar o delineamento experimental para uma metodologia que
nos conduzisse aos ensaios bioldgicos ja com posse do conhecimento sobre aquilo
gue estariamos testando, ou seja, com a convic¢ao da sua caracterizacao estrutural.
Ademais, uma das vantagens dessa forma de conducgéao refere-se ao fato de que a
guantidade de material requerida de inicio é consideravelmente pequena e, uma vez
constatada a presenca do efeito bioldgico buscado, os problemas relacionados a
escassez ou auséncia de material para dar continuidade ao estudo estariam

consideravelmente reduzidos ou, de certo modo, eliminados. Uma vez que com
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dominio da constituicdo estrutural do composto ativo a sua sintese quimica passa a
ser uma alternativa bastante viavel. Outro ponto chave é que, através dessa
abordagem, a busca por uma ferramenta farmacologica pode ser feita de modo mais
racional, no sentido de que o conhecimento das caracteristicas estruturais do
candidato terapéutico pode conduzir a sua utilizacdo no tratamento de determinada
patologia. Desse modo, o processo de screening farmacoldgico pode poupar

preciosos elementos, tais como o tempo gasto e os recursos dispensados.

4.1.1 Coleta, extracdo e processamento inicial da peconha proveniente de

vespas sociais da espécie Chartergellus communis

Foram feitas duas coletas no Parque Municipal do ltiquira, nos meses de Maio
de 2014 e Abril de 2015, onde se obteve um total de dois ninhos (Figuras 13a e
13b).

(b)

Figura 12: Ninhos da vespa social Chartergellus communis, coletados no Parque Municipal do Itiquira,
em Formosa — GO. (a) Ninho aderido a um poste de iluminacao localizado no interior do parque. Foto:
Flavia Maria; Maio, 2014. (b) Ninho aderido a uma estrutura de madeira localizada na entrada do
parque. Foto: Kamila Soares; Abril, 2015.
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Ao todo foram extraidas 371 glandulas e reservatorios de peconha. Ao
término do processamento inicial desse material obteve-se aproximadamente 67 mg
de peconha liofilizada e constituida apenas por compostos com baixas massas
moleculares. A opc¢éo pelo trabalho com moléculas de massa reduzida, ou seja, que
nesta pesquisa apresentam até 10.000 Da, deve-se ao conhecimento prévio de que
compostos com elevadas massas moleculares podem estar associados a efeitos
neurotdxicos em alguns ensaios experimentais. Como um dos exemplos dessa
constatacdo tem-se os resultados obtidos por Cunha e colaboradores (2005) (130)
em sua pesquisa cientifica com a peconha da vespa Polybia ignobilis. Neste estudo
foi evidenciado que a peconha bruta demonstrou ser neurotoxica quando
administrada por via i.c.v., enquanto que a peconha desnaturada, e ausente de
componentes macromoleculares, foi capaz de reduzir os efeitos toxicos observados
outrora sobre o SNC, apresentando atividade antiepiléptica sobre alguns modelos in
vivo de inducdo de crises epilépticas. Desse modo, 0s autores sugeriram que a
neurotoxicidade verificada poderia estar relacionada com compostos de alta massa
molecular, tais como enzimas, tendo-se em vista também que a atividade
proteolitica, potencialmente danosa a estruturas proteicas cerebrais, € um dos
efeitos geralmente descritos em peconhas de algumas espécies de vespas
(141,142).

4.1.2 Fracdes peptidicas isoladas a partir da peconha de Chartergellus

communis

Quando falamos em peg¢onhas animais, mais precisamente naquelas oriundas
de vertebrados e invertebrados, nos referimos a compostos constituidos por uma
mistura de variados elementos organicos, tais como alcaldides, acilpoliaminas e, em
sua maioria, proteinas e peptideos (143). Sendo assim, toda essa heterogeneidade
constitucional requer técnicas analiticas que permitam revelar precisamente a
complexidade de seus componentes. Nesse sentido, o isolamento de novas
moléculas biologicamente ativas a partir de peconhas, e suas consequentes

identificacdes, tem sido bastante beneficiado com os recentes avancgos das técnicas
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de cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectrometria de massas nos ultimos
20 anos (67,144).

Até pouco tempo atras, a separacao por eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) era uma das principais técnicas utilizadas para analise da constituicdo
de peconhas, porém hoje se sabe que esse método demonstrou ser limitado devido
a sua incapacidade em expressar a total complexidade das amostras analisadas,
principalmente quanto ao seu conteudo proteico (145). O advento e aperfeicoamento
das técnicas cromatogréaficas, principalmente da CLAE em fase reversa, conseguiu
contornar esse problema, uma vez que pela sua utilizacdo tornou-se possivel a
separacao de um maior niumero de moléculas presentes nas amostras de peconhas,
permitindo, assim, uma melhor resolucdo experimental (146).

Com os cerca de 67 mg de amostra seca obtidos nas etapas iniciais de
processamento da peconha, foram executadas 22 cromatografias, utilizando-se, em
média, 3,0 mg de peconha em cada processo cromatografico.

A Figura 14 corresponde a um perfil cromatografico representativo da
peconha ultrafiltrada de C. communis. Levando-se em consideracdo o conhecimento
prévio de que, em perfis cromatogréficos de peconhas de vespas, as primeiras
fracdes que eluem séo, normalmente, constituidas por neurotransmissores e aminas
biogénicas, entdo todos aqueles compostos que eluiram até cerca de 20 minutos
nao foram utilizados nessa busca de novos compostos peptidicos, e estdo
agrupados e identificados no referido cromatograma pela letra A. Desse modo, todos
0S outros compostos que eluiram apés 20 minutos de corrida foram relacionados em
19 fracdes peptidicas, classificadas como communis 1 a communis 19, conforme

evidenciado pelo perfil cromatografico apresentado na Figura 14.
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Figura 13: Cromatograma da pegonha ultrafiltrada de C. communis utilizando uma coluna semi-preparativa C18 Phenomenex. Pegonha reconstituida em

agua e acetonitrila a 5%. (A) corresponde as fragBes que ndo serdo analisadas nesse estudo. Communis 01 a communis 19 correspondem as fra¢des que
tiveram suas massas moleculares analisadas por espectrometria de massas.
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4.1.3 Peptideos sequenciados e identificados a partir da peconha de

Chartergellus communis

Apesar de bastante vantajosa no que diz respeito ao fracionamento de
compostos, a CLAE ndo permite que se conhecam as informacdes referentes as
massas moleculares das amostras fracionadas, assim como também n&o fornece
dados relacionados com sua caracterizagdo quimica.

Para tanto, a espectrometria de massas surgiu como uma importante aliada
no sentido de complementar a elucidacdo dos compostos presentes em peconhas,
trazendo grandes beneficios a toxinologia. A partir do aperfeicoamento e aplicacéao
das suas diferentes técnicas, as pesquisas com peconhas animais puderam ser
beneficiadas com 0 acesso a uma gama valiosa de informag¢des, que vao desde a
simples determinacdo das massas moleculares de componentes intactos, até a
definicdo da sequéncia primaria completa de peptideos (147). Em relacdo ao
completo sequenciamento dos aminoacidos presentes em um composto peptidico,
embora atualmente a espectrometria de massas forneca dados bastante robustos, a
degradagcdo de Edman ainda continua sendo uma técnica complementar de grande
utilidade, apesar de ser um método mais antigo e que requer uma completa
purificagéo da amostra (148,149).

Todas as 19 fragcOes tiveram suas massas e respectivos graus de pureza
detectados pela técnica de espectrometria de massas (MS). Esta analise
demonstrou que as fracBes peptidicas apresentavam massas moleculares que
variavam entre 879 a 5430 Da, aproximadamente, conforme dados expostos na
Tabela 6.
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Tabela 6 - Massas moleculares, em Daltons, obtidas apds espectrometria de massas das fracdes

peptidicas isoladas a partir da peconha de Chartergellus communis.

Fracgéo peptidica Massas moleculares (Da)

communis 01

1737,9; 1923

communis 02

1093,3

communis 03

1425,7; 1434,6; 1652,9

communis 04

1118; 1425; 2367, 2562; 5028; 5430

communis 05

983; 1018,02; 1425,42; 1867,85;
2367,24

communis 06

1028,11, 1418,56; 1643,70; 2043,87

communis 07

1287; 1330,86; 1493

communis 08

1075,10; 1203,28; 1331,42; 1882,71,;
2151,86

communis 09

1129; 1160,21; 1175,23; 1337,37

communis 10

918,83; 1175,19; 1443,07; 1525,44;
2125,75; 2961,31

communis 11

1340,9*; 1403,42; 2758; 2963

communis 12

1120,17; 1696,65

communis 13 879; 1724,81
communis 14 1809,74; 1970,82
communis 15 1808,2
communis 16 1837,3
communis 17 1198,86; 1808,74
communis 18 1836,3

communis 19

912; 1137; 1212; 1226; 1239,9; 2421

Uma vez que estamos a procura de compostos potencialmente Uteis ao
tratamento da Epilepsia, e levando-se em consideragao o fato de que tal composto,

preferencialmente e dentre outros fatores, deve possuir um tamanho reduzido para
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que apresente uma maior probabilidade em conseguir ultrapassar a barreira
hematoencefélica, entdo se decidiu dar continuidade aos passos seguintes dessa
pesquisa (sequenciamento, identificacdo e ensaios biologicos) com aqueles
peptideos que apresentavam menores massas. Além desse critério, o grau de
abundancia dos peptideos presentes na peconha também foi outro quesito levado
em consideracdo para a escolha daquelas moléculas que, a principio, prosseguiriam
as proximas etapas experimentais.

Desse modo, o sequenciamento por MS/MS e a degradacdo automética de
Edman foram feitos com seis fragbes peptidicas: communis 07, communis 11,
communis 15, communis 16, communis 18 e communis 19. Para realizar essa etapa,
procedimentos de recromatografias tiveram que ser executados previamente, a fim
de se obter os peptideos totalmente isolados e com alto grau de pureza. Os dados
resultantes desses procedimentos, juntamente com a confirmagdo do grau de
pureza das amostras, encontram-se dispostos nas Figuras 15 e 16,
respectivamente. ApoOs, foi possivel realizar a devida determinacdo de suas
sequéncias primarias de aminoacidos, estando 0s espectros resultantes expostos
nas Figuras 17 a 22, e as andlises da degradacdo automatica de Edman elencadas

nos anexos H a M. As sequéncias obtidas estéo listadas na Tabela 7.
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Figura 14: Cromatogramas obtidos apds os procedimentos de recromatografias para purificacdo dos peptideos de interesse. Foi utilizada uma coluna

analitica C18 Phenomenex. (a) communis 07, eluicdo em 21,5% do solvente B. (b) communis 11, eluicdo em 32% do solvente B. (c) communis 15, eluicao

em 47,5% do solvente B. (d) communis 16, eluicdo em 46,2 % do solvente B. (e) communis 18, eluicdo em 49% do solvente B. (f) communis 19, eluicdo

50,2% do solvente B.
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Figura 16: Sequenciamento de novo obtido do peptideo communis 07. Realizado por MALDI TOF/TOF no modo LIFT. Adicionalmente, foi utilizada a técnica

de degradacdo automatica de Edman como meio complementar a etapa de sequenciamento.
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Figura 17: Sequenciamento de novo obtido do peptideo communis 11. Realizado por MALDI TOF/TOF no modo LIFT. Adicionalmente, foi utilizada a técnica

de degradacao automatica de Edman como meio complementar a etapa de sequenciamento.
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Figura 18: Sequenciamento de novo obtido do peptideo communis 15. Realizado por MALDI TOF/TOF no modo LIFT. Adicionalmente, foi utilizada a técnica

de degradacdo automatica de Edman como meio complementar a etapa de sequenciamento.
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Figura 19: Sequenciamento de novo obtido do peptideo communis 16. Realizado por MALDI TOF/TOF no modo LIFT. Adicionalmente, foi utilizada a técnica

de degradacdo automatica de Edman como meio complementar a etapa de sequenciamento.
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Figura 20: Sequenciamento de novo obtido do peptideo communis 18. Realizado por MALDI TOF/TOF no modo LIFT. Adicionalmente, foi utilizada a técnica

de degradacao automatica de Edman como meio complementar a etapa de sequenciamento.
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Figura 21: Sequenciamento de novo obtido do peptideo communis 19. Realizado por MALDI TOF/TOF no modo LIFT. Adicionalmente, foi utilizada a técnica

de degradacdo automatica de Edman como meio complementar a etapa de sequenciamento.
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Tabela 7 - Massas moleculares, em daltons, e sequéncias primarias dos peptideos isolados a partir
da peconha obtida de Chartergellus communis.

Peptideos [M+H]" (Da) Sequéncias de amino&cidos
communis 07 1330,8 KKRPPGFTPFR - NH2
communis 11 1340,9 INWKAILGKIGK — OH
communis 15 1808,2 INWKALLGKLGKAAAAAI/L - NH2
communis 16 1837,3 INWKAILGKIGKAAAAVN - NH2
communis 18 1836,3 INWKAILGKIGKAAAAVI/L - NH2
communis 19 1239,9 IIGTILGLLKSL — NH2

De posse das sequéncias primarias de aminoacidos dos peptideos de
interesse, entdo foram feitas buscas por similaridades em bancos de dados
adequados. Os resultados referentes a essa andlise estdo expostos nos
alinhamentos apresentados na Figura 23, e a tabela 8 descreve em quais classes de
moléculas encontram-se categorizados aqueles compostos que apresentaram

similaridades com os peptideos identificados a partir da peconha de C. communis.
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communis 07

sp|PODM71 | Protopolybiacinina-2
sp|P57672|Vespulacinina-1

splQ7M3T3 |Vespacinina-M
sp|Q7M3T2 |Vespacinina-X

sp | PODM70 | Protopolybiacinina-1

sp|P42717|Vespacinina

sp|P12797 |Megascoliacinina

sp|P83659|Cifocinina

sp|P85873|Vespa cinina PMM1

(b)

—————————— KKRPPGFTPFR— Chartergellus communis

DKNKKPIWM--AGFPGFTPIR-- Protopolybia exigua

--—-TATTRRRGRPPGFSPFR-- Vespula maculifrons
——————————— GRPPGFSPFRID Vespa mandarinia
——————————— ARPPGFSPFRIV Vespa simillima xanthoptera

————————— QZKRPPGFSPFRK- Parapolybia indica
____________ RPPGFTPFRKA Megascolia flavifrons
—————————— DTRPPGFTPFR-- Cyphononyx dorsalis

—————————— KRRPPGFTPFR-- Polistes major

hok Kk ook ok

AA $Id
communis 11 INWKAILGKIGK— Chartergellus communis 12
sp|P69035|Mastoparano-2 INWKAIIEAAKQAL Protopolybia exigua 14 50
sp|POCLQ5 |Mastoparano INWKALLDAAKKVL Protonectarina sylveirae 14 58
sp | POC1Q6 |Mastoparano-A IKWKAILDAVKKVL Vespa analis 14 58
ke kk koo o .
(c)
communis 15 INWKALLGKLGKAAAAAL Chartergellus communis
sp|P42716|Mastoparano INWKKMAATALKMI---- Parapolybia indica
sp|P69436|Agelaia-Mastoparano INWLKLGKAIIDAL---- Agelaia pallipes
sp|P69036|Mastoparano-3 INWLKLGKAVIDAL---- Protopolybia exigua
sp|POCLQ5 |Mastoparano INWKALLDAAKKVL---- Protonectarina sylveirae
* %k
(d)
AA
communis 16 INWKAILGKIGKAAAAVN Chartergellus communis 18
sp|P69035|Mastoparano-2 INWKAIIEAAKQAL---- Protopolybia exigua 14
sp | POC1Q5 |Mastoparano INWKALLDAAKKVL---- Protonectarina sylveirae 14
sp|POC1Q6 |Mastoparano-A IKWKAILDAVKKVL---- Vespa analis 14
K e kKK o o .
(e)
AA
communis 18 INWKAILGKIGKAAAAVI/L Chartergellus communis 18
sp|P69035|Mastoparano-2 INWKAITEAAKQAL--—- Protopolybia exigua 14
sp | POC1Q5 |Mastoparano INWKALLDAAKKVL-—--— Protonectarina sylveirae 14
sp|POC1Q6 |Mastoparano-A IKWKAILDAVKKVL-——-— Vespa analis 14
* e hkk koo o .
(f) AR %Id
communis 19 IIGTILGLLKSL Chartergellus communis 12
sp|P69437|Agelaia-CP ILGTILGLLKGL Agelaia pallipes 12 83
sp|POC1RO|Polybia-CP ILGTILGLLKSL Polybia paulista 12 92

*ekkkhkkhkrkk K

DKNKKPIRVGGRRPPGFTPFR-- Protopolybia exigua
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Figura 22 - Alinhamento das sequéncias primdrias dos peptideos isolados a partir da peconha da vespa social
Chartergellus communis com aquelas anteriormente descritas na peconha de outros Himendépteros. (AA) corresponde a
guantidade de aminoécidos. (%Ild) corresponde ao percentual de identidade do peptideo correspondente isolado de
Chartergellus communis em relagdo a outros peptideos anteriormente descritos. ( * ) residuo igual; ( : ) modificacéo
conservativa; ( . ) modificacdo semi-conservativa; espaco em branco corresponde a auséncia de identidade entre os

residuos.
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Tabela 8 — Classes de moléculas com as quais os peptideos isolados a partir da peconha de
Chartergellus communis apresentam similaridades.

Peptideos Classes com similaridades

communis 07 Cininas

communis 11 Mastoparanos
communis 15 Mastoparanos
communis 16 Mastoparanos
communis 18 Mastoparanos
communis 19 Quimiotéticos

De acordo com essa verificacdo, foi constatado que o0s seis peptideos
isolados da peconha de C. communis apresentam similaridades com alguns
peptideos anteriormente isolados da peconha de outras vespas. Porém, todos séao
compostos inéditos, uma vez que, de acordo com os bancos de dados consultados,
nenhum apresenta semelhanca total com aqueles isolados na presente pesquisa
cientifica. Os peptideos que apresentam algum grau de similaridade com aqueles
gue sdo objeto de estudo desta pesquisa estdo categorizados em familias de
compostos cujos efeitos bioldgicos sdo amplamente relatados na literatura, conforme
discutido a seguir.

A sequéncia de aminoé&cidos do peptideo communis 07 apresenta entre 55 a
91% de identidade com alguns peptideos classificados como cininas, estando a
maior semelhanca relacionada a molécula denominada Vespa cinina PMM1, isolada
da peconha da vespa social Polistes major (Figura 23a e Tabela 8). O termo “cinina”
€ utilizado para a designacdo da classe de polipeptideos que apresentam acao
farmacoldgica sobre o musculo liso e sdo capazes de produzir alteragdes na pressao
arterial, podendo ter sua producado e/ou liberagdo em vasos sanguineos ou tecidos
(150). Como exemplo de moléculas representantes dessa classe tém-se a
bradicinina e seus analogos.

A bradicinina foi primeiramente descrita em 1949 por Rocha e Silva e
colaboradores, e sabe-se que ela desempenha importantes fungdes no organismo,

envolvidas principalmente com os controles de processos inflamatorios, da pressao
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arterial e das funcdes renais e cardiacas (151,152). Alguns estudos apontam novas
funcdes para esse composto e seus analogos sobre o SNC, tais como promoc¢ao da
neurogénese, neuroprotecdo e efeito ansiolitico (153,154). Em nivel celular, os
efeitos da bradicinina sdo mediados por dois tipos de receptores, designados como
receptores de cinina do tipo B1 e do tipo B2. Os receptores do tipo B1 tém baixa
expressao em estados saudaveis do organismo, porém sdo superexpressos durante
processos inflamatorios, infecciosos ou quando ha lesdes, e ligam-se com mais
afinidade aos metabdlitos da bradicinina (155,156). J& os receptores do tipo B2 séo
constitutivamente expressos em varias regiées do organismo, como, por exemplo,
no sistema nervoso (157), apresentando alta afinidade para ligacdo com a prépria
bradicinina. Estudos relatam que agonistas dos receptores Bl causam
hiperexcitabilidade neuronal em modelos de Epilepsia (158,159). Por outro lado, a
estimulacdo de receptores B2 por bradicinina é capaz de promover neuroprotecao
frente a excitotoxicidade causada pelo NMDA, um agonista de receptores
glutamatérgicos (160). O efeito neuroprotetor da bradicinina também foi evidenciado
guando culturas de neurdnios da retina foram expostas ao agente neurotoxico
glutamato, atividade que também esté relacionada a acdo sob receptores B2 (161).
Esses dados sugerem que agonistas dos receptores B2 de cininas podem vir a ser
considerados como ferramentas terapéuticas de utilidade ao tratamento de doencas
neuroldgicas onde ocorrem eventos de excitotoxicidade, como no caso da Epilepsia.

Segundo registros da literatura, e conforme demonstrado brevemente na
Figura 23, as cininas sdo amplamente encontradas em pecgonhas de vespas
(162,163). Levando-se em consideracdo a sequéncia primaria de aminoacidos da
bradicinina, a qual € RPPGFSPFR, e aquela pertencente ao peptideo communis 07
(Tabela 7), pode-se sugerir que ha uma possibilidade de que esse peptideo presente
na pegonha de C. communis seja um analogo da bradicinina, diferindo da mesma
apenas no que se refere a dois residuos adicionais de lisina em sua extremidade
amino terminal.

Os peptideos communis 11, communis 15, communis 16 e communis 18 tém
sequéncias de aminoacidos semelhantes aquelas de compostos classificados como
mastoparanos (Tabela 8), onde o0s maiores valores de similaridade estdo
relacionados com a molécula denominada Mastoparano, isolada a partir da peconha

da vespa Protonectarina sylveirae (Figuras 23b, 23c, 23d e 23e). Os mastoparanos
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sdo um dos principais componentes detectados nas peconhas de vespas, e foram
primeiramente evidenciados na espécie Vespula lewisii (164). Eles constituem uma
familia de pequenos peptideos que apresentam, em média, 14 residuos de
aminoacidos, sendo algumas de suas caracteristicas fundamentais a presenca de
dois a quatro residuos de lisina e uma amidacdo em sua regido C-terminal (165).
Levando-se em consideracdo apenas as caracteristicas estruturais, poderiamos
sugerir que existe uma possibilidade de que esses peptideos isolados de C.
communis sejam classificados como mastoparanos.

Outro importante fator que poderd determinar a correta classificacdo desses
guatro peptideos como pertencentes a familia dos mastoparanos serd a sua
identidade no que diz respeito aos efeitos bioldgicos retratados por compostos dessa
classe. Com relacdo a isso, relatos da literatura indicam que dentre alguns dos
efeitos bioldégicos dos mastoparanos estdo: a atividade antimicrobiana, acéo
hemolitica, capacidade de liberacdo de histamina a partir de mastdcitos,
citotoxicidade para células tumorais e capacidade de penetracdo em membranas
biologicas (166—168). Este ultimo efeito o classificam como peptideos penetrantes
em células, do inglés cell-penetrating peptides, e tem sido vista como uma
caracteristica bastante atrativa ao auxilio da dispensa¢cédo de farmacos ao cérebro.
Considerando-se que esse 0rgdo apresenta uma barreira de permeabilidade
bastante seletiva, a barreira hematoencefélica, a qual atua principalmente
protegendo o ambiente intracerebral contra agentes estranhos e potencialmente
nocivos, entdo a associacao de compostos capazes de transpor esse obstaculo com
agueles terapeuticamente Uteis ao tratamento de desordens neurolégicas passou a
ser considerada como um artificio, ndo invasivo, a entrega de farmacos ao SNC
(169). Uma aplicacdo prética dessa utilidade foi a formulagcdo de um composto
qguimérico constituido pela associagdo entre a galanina, um neuropeptideo, e um
mastoparano, dando origem a molécula denominada transportan (170). Em virtude
da galanina apresentar efeitos benéficos para algumas patologias que acometem o
SNC, entéo essa fuséo é vista como um recurso bastante conveniente ao tratamento
de desordens neurologicas (106). Com relacdo a algumas das atividades biologicas
dos peptideos identificados, 0 nosso grupo de pesquisa publicou recentemente um
trabalho demonstrando que o peptideo communis 18 apresenta potente acao

hemolitica e hiperalgésica, enquanto que o peptideo communis 11 demonstrou ser
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edematogénico e desprovido de efeito hemolitico (116). Esse foi o primeiro relato
cientifico publicado que demonstra a constituicdo e alguns dos efeitos biologicos de
peptideos isolados a partir da peconha de C. communis.

No que se refere ao peptideo communis 19, foram observadas semelhancas
significativas com compostos pertencentes a classe dos quimiotaticos, segundo a
Figura 23f e Tabela 8. A maior identidade estrutural (92%) correlaciona-se com a
molécula denominada Polybia-CP, isolada a partir da peconha da vespa Polybia
paulista. Deste modo, hd4 uma grande possibilidade de que esse peptideo
encontrado na peconha de C. communis seja também um composto dessa classe.

Tem sido amplamente descrito na literatura que peptideos classificados como
guimiotaticos apresentam como efeitos biolégicos, em geral, a capacidade de
guimiotaxia para macrofagos e leucocitos polimorfonucleares, ja as atividades
relacionadas a capacidade de degranulacdo de mastécitos, efeito antimicrobiano e
acao hemolitica ndo sdo comuns a todos os compostos (92,172). Até o momento
pouco se sabe a respeito de efeitos neurobioldgicos de peptideos quimiotaticos. Em
relacdo a isso, existe apenas um trabalho que relata o efeito antinociceptivo do
peptideo Protonectina oriundo da peconha da vespa social Parachartergus fraternus,
0 qual é idéntico ao peptideo denominado Agelaia-CP presente nos alinhamentos
demonstrados na Figura 23 (f) (98). Com relacédo a algum dos efeitos bioldgicos do
peptideo communis 19, nés observamos que ele apresenta efeito hemolitico em uma
taxa de cerca de 20 a 90% quando testado em concentracdes que variam de 8 a
500uM (dados nédo publicados).

Diante das semelhancas estruturais relatadas acima entre os peptideos
isolados no presente estudo com aqueles ja descritos em pesquisas anteriores, e
considerando-se os efeitos biol6gicos ja descritos para as classes de compostos nas
guais esses peptideos estédo categorizados, vale ressaltar que, ainda, ndo se pode
afirmar que os peptideos isolados de C. communis irdo, de fato, apresentar as
mesmas atividades. Apesar das possibilidades nesse sentido serem relevantes,
apenas a realizacdo de ensaios biologicos especificos podera levar a uma melhor
concluséo, ja que minimas alteracdes estruturais em um composto podem conduzir,
muitas vezes, a diferencas consideraveis em sua atividade sobre sistemas

biolégicos.
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Outro ponto importante a ser destacado é que, até a realizacdo desse estudo,
nenhum dos peptideos estruturalmente semelhantes aqueles ja isolados de C.
communis foi testado na perspectiva do tratamento da Epilepsia, ou seja, ndo ha
relatos da sua acdo sobre modelos de crises epilépticas quimicamente induzidas. E
apesar dessa pesquisa ser direcionada a busca por novas ferramentas terapéuticas
potencialmente Uteis a farmacoterapia da Epilepsia, vale ressaltar também que os
dados gerados poderdo dar subsidio ao desenvolvimento biotecnoldgico de
moléculas farmacologicamente Uteis ao tratamento de outras patologias, através do
fornecimento de novos compostos quimicos convenientes ao desenho molecular de

farmacos.

4.1.4 Peptideos sintéticos para avaliacdo do potencial antiepiléptico e

perfil neurofarmacolégico

Apés a obtencdo das massas moleculares e sequencias de seis peptideos,
decidiu-se por realizar a sintese de quatro deles para que fossem utilizados nos
ensaios in vivo. Foram escolhidos os peptideos communis 07, communis 11,
communis 18 e communis 19. Para escolha foram levados em consideracdo os
critérios de massa molecular e diferencas constitucionais entre as sequencias. Ou
seja, communis 07, 11 e 19 por serem totalmente diferentes entre si e apresentarem
as menores massas moleculares. Ja communis 18, o qual é bastante parecido com
communis 15 e 16, foi escolhido devido ao fato de apresentar parte da sua
sequencia igual aquela de communis 11. Nesse caso, para verificar se a diferenca
constitucional poderia conduzir a alguma variacdo de efeito bioldgico. Ademais,
apesar de nao ter sido possivel solucionar a ambiguidade do ultimo residuo presente
no N-terminal de communis 18, optou-se por sintetiza-lo com o aminoacido leucina
em virtude de ser o residuo mais presente naquelas sequencias peptidicas similares
demonstradas na Figura 23 (e). Como citado anteriormente, a sintese foi feita por
uma empresa terceirizada e os laudos das andlises geradas nesse processo

encontram-se disponiveis nos anexos N a Q.
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4.2 PARTE Il: AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIEPILEPTICO E PERFIL
NEUROFARMACOLOGICO

Muitas das novas terapias Uteis as desordens epilépticas que surgiram ao
longo dos ultimos 80 anos tiveram como base cientifica 0 uso de modelos animais
(39). Estudos com animais sdao em esséncia comparativos, e levando-se em
consideragao que a epilepsia apresenta-se como uma disfungéo cerebral de origens
e manifestacbes multifatoriais, uma abordagem comparativa pode ser Uutil na
evidenciacdo e/ou diferenciacdo de aspectos relacionados com a epileptogénese
difundidos em animais e considerados clinicamente importantes em humanos
(56,173).

Os modelos in vivo podem ser executados como modelos apenas de
convulsdo ou como modelos de epilepsia. Nesse sentido, é importante salientar que,
apesar de aparentemente semelhantes, essas duas terminagfes apresentam
diferencas marcantes, onde dentre uma delas esta o fato de que para modelos
apenas de convulsdo, embora considerados como excelentes artificios para o
screening de novos FAEs, ndo necessariamente ha conducdo para um quadro
cronico de epilepsia (43). Ou seja, o termo epilepsia é muito mais abrangente,
estando o evento convulsivo inserido como uma de suas manifestagcdes. Ha também
a subdivisdo em modelos dos tipos agudo e cronico. Quando ditos agudos, sao
capazes de provocar quadros convulsivos em cérebros considerados normais,
enquanto que modelos crénicos de epilepsia resultam em alteracGes funcionais e
patolégicas mais duradouras nas redes neuronais (174).

No estudo ora em discussdao, as moléculas sintéticas idénticas aquelas
encontradas na peconha de C. communis foram testadas em modelos de epilepsia
induzidos de modo agudo, e utilizando-se compostos quimicos. A escolha de tal
metodologia de pesquisa deve-se, em grande parte, aos seguintes fatos: tratar-se de
uma analise inicial das moléculas em estudo, ja que nunca foram testadas antes
guanto a esse aspecto; envolver a utilizacdo de modelos confidveis para a predicédo
da ocorréncia e/ou auséncia de efeitos sobre as caracteristicas analisadas; relativa

facilidade de execucdo dos ensaios comportamentais propostos, uma vez que sao
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desenhos experimentais bem estabelecidos na literatura para a finalidade a que se
destinam, assim como também se encontram padronizados em nosso laboratorio de
pesquisa; viabilidade para triagem de uma consideravel quantidade de compostos
dentro do espaco de tempo disponivel para execugcdo do projeto proposto, quando
comparados com o0s modelos crénicos, 0S quais requerem maior tempo e

experiéncia para execucao.

4.2.1 Atividade antiepiléptica utilizando modelos agudos para inducéo de

crises

A escolha dos dois indutores quimicos utilizados perpassou por questfes
atinentes ao delineamento cientifico classico/convencional de busca por novas
moléculas com potencial antiepiléptico e também pelas diferencas associadas tanto
a nivel molecular quanto com os padrbes de crises geradas por esses compostos.
Deste modo, optou-se por executar 0s ensaios utilizando-se um modelo
rotineiramente utilizado na triagem pré-clinica (PTZ), e também outro modelo
associado com Epilepsias refratarias (PILO), conforme discutido a seguir.

Um dos primeiros compostos utilizados em modelos animais como adjuvantes
na descoberta de novos farmacos antiepilépticos foi o PTZ, que em meado do
século XX foi util na demonstracdo dos efeitos terapéuticos da Trimetadiona,
introduzida no uso clinico por volta de 1946 e indicada para tratamento de crises de
auséncia (175). Posteriormente, também foi de grande utilidade para a identificacao
de outros importantes farmacos, como é o caso daqueles pertencentes a classe das
succinimidas, tais como Fensuximida e Etossuximida (176). As crises induzidas por
PTZ podem ser bloqueadas principalmente por compostos que atuam em receptores
do tipo GABAA, como € o caso dos Benzodiazepinicos e do Fenobarbital (177). Em
geral, composto com acéo sobre 0 modelo de PTZ costumam ser clinicamente Uteis
contra crises de auséncia (178). O modelo de crises induzidas pelo PTZ, juntamente
com o modelo de eletrochoque maximo, estdo entre os tipos de ensaios mais
utilizados, sendo inclusive considerados protocolos padrdo para a avaliacdo preé-

clinica do efeito antiepiléptico de moléculas sob investigacdo (136,179).
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Fatores tais como a intensidade do estimulo, a dose e a via de administracao
podem influenciar no tipo e severidade da crise causada por PTZ. Sendo assim,
considerando-se o postulado pela literatura de que uma dose de 85 mg/kg, quando
administrada de modo subcutdneo em camundongos, é capaz de induzir crises do
tipo generalizadas com manifestacdes tonico e/ou clonicas em 97% dos animais
(180), entédo decidiu-se por utilizar a dose padronizada em nosso laboratério de 95
mg/kg, a qual se mostrou efetiva em causar esse tipo de crise pretendida em 100%
dos animais (Tabela 8).

Na analise do efeito dos quatro peptideos sintéticos sobre o modelo de crises
induzidas por PTZ, foi verificado que apenas o peptideo communis 19 apresentou
efeitos significativos em alguns dos parametros avaliados, quando comparado com
os dados gerados pelo grupo LCRa. Ou seja, communis 19 foi capaz de aumentar a
laténcia para inicio da crise méaxima [t=2,27; p=0,040] (Figura 23) e reduzir a
duracado desse tipo de crise [t=2,31; p=0,038] (Figura 24). Os parametros de laténcia
de morte, percentual de protecdo contra a crise maxima, taxa de sobrevivéncia e
mediana das classes de crises ndo sofreram alteracdes estatisticamente relevantes

por nenhum dos tratamentos (Figura 25 e Tabela 9).
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Figura 23: Efeito dos quatro peptideos sintéticos, nas doses de 3,0 pug/animal, sobre a laténcia para
crise maxima (classe 6) no ensaio de inducdo aguda de crises epilépticas utilizando o composto
pentilenotetrazol. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o teste t de Student. *p<0,05 e
***n<0,001 comparados com o grupo LCRa. O n de cada grupo experimental pode ser verificado na
Tabela 9. LCRa: liquido cefalorraquidiano artificial. DZP: Diazepam (4mg/kg de animal).
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Figura 24: Efeito dos quatro peptideos sintéticos, nas doses de 3,0 pg/animal, sobre a duracédo da
crise maxima (classe 6) no ensaio de inducdo aguda de crises epilépticas utilizando o composto
pentilenotetrazol. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o teste t de Student para dados
paramétricos (communis 07 e 19) e o teste Mann Whitney para os dados ndo paramétricos
(communis 11 e 18). *p<0,05 e ***p<0,001 comparados com o grupo LCRa. O n de cada grupo
experimental pode ser verificado na Tabela 9. LCRa: liquido cefalorraquidiano artificial. DZP:

Diazepam (4mg/kg de animal).
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Figura 25: Efeito dos quatro peptideos sintéticos, nas doses de 3,0 pg/animal, sobre a laténcia para a
morte no ensaio de indug¢do aguda de crises epilépticas utilizando o composto pentilenotetrazol. A
andlise estatistica foi realizada utilizando-se o teste t de Student para dados paramétricos (communis
07, 18 e 19) e o teste Mann Whitney para os dados ndo paramétricos (communis 11). *p<0,01 em
comparacao ao grupo LCRa. O n de cada grupo experimental pode ser verificado na Tabela 9. LCRa:

liquido cefalorraquidiano artificial. DZP: Diazepam (4mg/kg de animal).
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Tabela 9: Efeito dos quatro peptideos sintéticos, nas doses de 3,0 pg/animal, sobre o percentual de
protecdo contra a crise maxima (classe 6), taxa de sobrevivéncia e média das classes de crises, no
ensaio de indugdo aguda de crises epilépticas utilizando o composto pentilenotetrazol. Os dados
contidos dentro dos parénteses correspondem a quantidade de animais. A andlise estatistica foi
realizada utilizando-se o teste exato de Fisher, para o percentual de protecdo e taxa de
sobrevivéncia, e o teste de Mann Whitney para a mediana das classes de crises. *p<0,01 e
***n<0,001 em comparacdo ao grupo LCRa. LCRa: liquido cefalorraquidiano artificial. DZP: Diazepam

(4mg/kg de animal).

Mediana das

Tratamentos n Protecao contra Taxa de classes de
crise maxima (%) sobrevivéncia (%)  crises

DZP 8 100 100™ 1
LCRa 7 0 28 (2) 6
communis 07 5 0 20 (1) 6
communis 11 5 0 60 (3) 6
communis 18 5 0 40 (2) 6
communis 19 8 37,5 (3) 62,5 (5) 6

Apesar de ndo demonstrar efeito significativo, o resultado concernente ao
percentual de protecdo contra a crise maxima quando houve o pré-tratamento com
communis 19 (aumento em 37,5%, em relagdo ao grupo LCRa) pode ser
considerado interessante. Principalmente se ponderarmos que a dose de PTZ
utilizada € capaz de causar crise maxima em 100% dos sujeitos experimentais. Este
dado, juntamente com aquele de laténcia e duracdo para a crise maxima, pode
indicar possivel agcdo promissora de communis 19 sobre as crises induzidas por
PTZ. Sendo assim, analisando-se essas informagfes isoladamente, poderiamos
sugerir que communis 19 provavelmente atuaria por uma via que envolve a
participacdo de receptores GABAAa, 0s quais estdo associados a canais de cloreto.

O modelo de crises epilépticas quimicamente induzidas através da utilizacao
de Pilocarpina € um dos mais empregados para a mimetizacdo de Epilepsia do Lobo
Temporal (ELT). Esse tipo de epilepsia, além de ser um dos mais graves e comuns,
€ considerado de dificil tratamento farmacoldgico, uma vez que esta associada a

altos indices de farmacorresisténcia em adultos (51,181). Tal modelo proporciona o
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desenvolvimento do chamado status epilepticus (SE) e de convulsfes recorrentes e
espontaneas. No SE ha perda da consciéncia plena, em um periodo convulsivo que
tem duracdo de pelo menos 30 minutos e geralmente progride através de dois
estagios (182). Nesse caso, crises generalizadas do tipo ténico-clénicas marcam o
primeiro estdgio, enquanto que descargas elétricas cerebrais anormais, somadas a
sinais comportamentais mais brandos, caracterizam o segundo estagio (183). Apos
a inducéo das crises, aqueles animais que sobrevivem ao SE provocado por altas
doses de PILO tendem a entrar em um periodo latente, que pode durar entre 4 dias
a 6 semanas, no qual had normalizacdo dos registro eletroencefalogréaficos e
comportamentais. ApOs esse intervalo, o animal podera desenvolver um estado
epiléptico crbnico, caracterizado pelo aparecimento de crises epilépticas
espontaneas e recorrentes (184). O padrdo de crises geradas a partir da aplicacéo
desse modelo é o melhor caracterizado e mais adequado para o estudo de
farmacorresisténcia (185), visto que muitas vezes as crises somente Ss&o
responsivas aos FAEs em doses elevadas e parcialmente toxicas, ainda restando
muitos animais farmacorresistentes a doses toleraveis dos farmacos disponiveis
(181,186,187).

Quando tratamos sobre o mecanismo de acdo envolvido, a partir da
observacéo de que camundongos knockout de receptores muscarinicos do tipo M1
nao desenvolveram convulsdes induzidas por PILO, entdo foi proposto que a
ativacao desse tipo de receptores esta envolvida na geracdo do quadro de SE (188).
Em relacdo a este quadro, apesar de ter seu inicio devido a acdo sobre o sistema
colinérgico, postula-se que a atividade epiléptica espontanea, a perda neuronal e as
alteracOes histopatoldgicas sejam resultantes da liberagcdo de glutamato induzida
pelo ambiente anormal instaurado (189,190).

Turski e colaboradoes (1984) (191), em sua pesquisa pioneira sobre o uso da
PILO em modelo animal para a Epilepsia, relataram que a utilizacdo de uma faixa de
dose compreendida entre 200 a 350 mg/kg em camundongos é capaz de gerar um
guadro convulsivo progressivo, que variam em relacdo a gravidade e letalidade de
um modo dose dependente. Uma vez que a administracdo sistémica (ip) de altas
doses desse indutor quimico estd normalmente associada com elevados indices de
mortalidade e/ou pequena porcentagem de animais que desenvolvem o SE ou

sobrevivem a essa condicao (137,192), entdo foi necessaria a utilizacdo de uma
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dose de PILO que fosse capaz de gerar crises maximas em todos 0s animais
utilizados, mas garantisse uma taxa de sobrevivéncia satisfatoria as analises
comportamentais previstas nesse estudo. Desse modo, ap0s padronizacao prévia a
execucao desta pesquisa, foi definida a dose de PILO de 250 mg/kg de animal para
todos os ensaios realizados no laboratério, a qual é capaz de gerar crises maximas
em 100% dos animais, garantindo uma taxa de sobrevivéncia que gira em torno de
60%, conforme demonstrado na Tabela 10.

Quando os quatro peptideos sintéticos foram submetidos ao ensaio agudo de
crises epilépticas induzidas por PILO, foi verificado que apenas os peptideos
communis 11 e communis 19 apresentaram efeitos significativamente relevantes no
gue diz respeito a acdo sobre a laténcia e duracdo das crises maximas. Como pode
ser observado nas Figuras 26 e 27, communis 11 causou uma elevacédo na laténcia
para inicio da crise maxima [t=3,44; p=0,005] e reducdo na duracdo da crise maxima
[t=7,76; p<0,0001]. Communis 19 também foi capaz de aumentar a laténcia para a
crise maxima [t=4,53; p=0,0005] (Figura 26) e diminuir o tempo em que o0 animal
permaneceu nesse tipo de crise [t= 5,81; p<0,0001] (Figura 27). Ja a laténcia para a
morte ndo sofreu alteragdo com nenhum dos tratamentos (Figura 28).
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Figura 26: Efeito dos quatro peptideos sintéticos, nas doses de 3,0 pg/animal, sobre a laténcia para
crise maxima (classe 5) no ensaio de indugcdo aguda de crises epilépticas utilizando o composto
pilocarpina. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o teste t de Student para dados
paramétricos (communis 11, 18 e 19) e o teste Mann Whitney para os dados ndo paramétricos
(communis 07). **p<0,01 e ***p<0,001 comparados com o grupo LCRa. O n de cada grupo
experimental pode ser verificado na Tabela 10. LCRa: liquido cefalorraquidiano artificial. DZP:

Diazepam (4mg/kg de animal).
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Figura 27: Efeito dos quatro peptideos sintéticos, nas doses de 3,0 pg/animal, sobre a duragéo da
crise maxima (classe 5) no ensaio de inducdo aguda de crises epilépticas utilizando o composto
pilocarpina. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o teste t de Student para dados
paramétricos (communis 11, 18 e 19) e o teste Mann Whitney para os dados ndo paramétricos
(communis 07). ***p<0,001 e ****p<0,0001 comparados com o grupo LCRa. O n de cada grupo
experimental pode ser verificado na Tabela 10. LCRa: liquido cefalorraquidiano artificial. DZP:

Diazepam (4mg/kg de animal).
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Figura 28: Efeito dos quatro peptideos sintéticos, nas doses de 3,0 pg/animal, sobre a laténcia para a
morte no ensaio de inducdo aguda de crises epilépticas utilizando o composto pilocarpina. A analise
estatistica foi realizada utilizando-se o teste t de Student para dados paramétricos (communis 19) e o
teste Mann Whitney para os dados ndo paramétricos (communis 07, 11 e 18). O n de cada grupo
experimental pode ser verificado na Tabela 10. LCRa: liquido cefalorraquidiano artificial. DZP:

Diazepam (4mg/kg de animal).
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Ao analisarmos os dados referentes ao percentual de protecdo contra a crise
maxima, constantes na Tabela 9, podemos verificar que apenas o0 peptideo
communis 19 foi capaz de evitar a ocorréncia desse tipo de crise provocada pela
PILO, em um indice correspondente a 75% dos sujeitos experimentais avaliados em
relacdo ao grupo controle LCRa [p=0,007]. J& a taxa de sobrevivéncia foi o Gnico
parametro em gque 0s quatro peptideos apresentaram acdo, porém sem significancia
estatistica. A analise da mediana das classes de crises também revelou que apenas
communis 19 exerceu protecdo, uma vez que reduziu o valor desse parametro em
relacdo ao grupo controle negativo [U=8,0; p=0,007] (Tabela 10). Neste caso,

inclusive, apresentando valor de mediana menor do que aquele do grupo DZP.

Tabela 10: Efeito dos quatro peptideos sintéticos, nas doses de 3,0 pg/animal, sobre o percentual de
protecdo contra a crise maxima (classe 5), taxa de sobrevivéncia e média das classes de crises, no
ensaio de inducédo aguda de crises epilépticas utilizando o composto pilocarpina. Os dados contidos
dentro dos parénteses correspondem a quantidade de animais. A andlise estatistica foi realizada
utilizando-se o teste exato de Fisher, para o percentual de protecao e taxa de sobrevivéncia, e o teste
de Mann Whitney para a mediana das classes de crises. **p<0,01 e ***p<0,001 em comparacdo ao

grupo LCRa. LCRa: liquido cefalorraquidiano artificial. DZP: Diazepam (4mg/kg de animal).

Mediana das

Tratamentos n Protecao contra crise Taxade classes de
maxima (%) sobrevivéncia (%) crises

DZP 8 100 100 4=
LCRa 8 0 62,5 (5) 5
communis 07 6 0 83,3 (5) 5
communis 11 6 0 100 5
communis 18 6 0 66,7 (4) 5
communis 19 8 75 (6)™ 75 (6) 3™

Diante do exposto, apesar de communis 11 ter apresentado alguns efeitos
protetores importantes, mais uma vez communis 19 foi o que apresentou melhores

resultados, sobretudo por ter sido capaz de proteger 75% dos animais contra a crise
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maxima. Se explorarmos particularmente apenas os resultados relacionados com
esse modelo em questdo, poderiamos sugerir que nesse caso communis 19 estaria
atuando farmacologicamente a partir de um mecanismo onde ha envolvimento dos
receptores M1 colinérgicos e/ou da via glutamatérgica.

Observando-se o panorama de resultados demonstrados com relagdo aos
efeitos de communis 19 em ambos os modelos testados, poderiamos pensar, a
principio, em duas formas de atuacao distintas: (1) através dos mecanismos de agao
especificos de cada modelo avaliado, ou seja, atuacdo em sitios/receptores
multiplos, como j& citado na demonstragdo de cada resultado individualmente; (2)
por meio de um mecanismo farmacodinamico em comum para 0s dois casos.

A atuacao de FAEs por multiplos mecanismos ndao é um achado incomum. O
Topiramato, por exemplo, € capaz de exercer seus diversificados efeitos
terapéuticos a partir da agdo em 6 diferentes sitios: bloqueio de canais de sddio e
célcio, ativacdo de canais de potassio, antagonismo de receptores de glutamato,
protecdo via GABA, inibicdo da enzima anidrase carbonica (193). Quando tratamos
de peconhas oriundas de vespas, alguns estudos prévios também descreveram que
moléculas presentes nelas sdo capazes de exercer efeito antiepiléptico sobre
variados modelos de inducdo quimica de crises. Em 2005, Cunha e colaboradores
constataram que a peconha desnaturada de Polybia ignobilis bloqueia crises
induzidas tanto por acido kainico quanto por picrotoxina, um agonista glutamatérgico
e um antagonista ndo competitivo de GABA,, respectivamente (130). Nesse mesmo
sentido, tem-se o efeito antiepiléptico da peconha desnaturada de Polybia
occidentalis sobre os modelos utilizando os mesmos indutores citados no estudo
anterior (103). Apesar de em ambos 0s casos estar se tratando de peconhas
desnaturadas, ou seja, ndo se referem a compostos isolados, existe a possibilidade
do efeito observado ser provocado pela mesma classe de moléculas.

J& como sugestao para uma via de atuacdo com um mecanismo em comum
tem-se a interferéncia sobre canais de célcio voltagem-dependentes. ions Ca®" s&o
providos de importantes funcdes no processo de controle da excitabilidade neuronal,
e uma dessas interferéncias, por exemplo, é a atuacdo do Ca?" como elemento
importante no processo de liberacdo de neurotransmissores a partir do terminal pré-
singptico. Anormalidades na regulagéo intracelular desses ions e/ou de seus canais

estao relacionadas com hiperexcitabilidade neuronal e atividade epiléptica, existindo
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varias indicacbes de que o calcio desempenha efeitos sobre a epileptogénese
(194,195). De acordo com o que foi comentado outrora, apesar do principal
mecanismo associado ao PTZ ser o antagonismo ndo competitivo sobre receptores
GABA,, moléculas atuando como bloqueadoras de canais de célcio podem suprimir
a geracao do quadro epiléptico. Este € o caso do mecanismo de atuacao do farmaco
antiepiléptico Etossuximida, o qual se demonstrou efetivo contra crises causadas por
PTZ, tendo como principal mecanismo de acdo o bloqueio de canais de caélcio
voltagem-dependentes que estdo localizados em neurdnios talamicos (196,197).
Quando falamos do mecanismo envolvido com a PILO, alguns estudos também
relatam que se pode pensar em uma atuacdo envolvendo esses canais. Como
exemplo tem-se a comprovacao de que o Nimodipino, um farmaco bloqueador de
canais de célcio indicado principalmente para o tratamento de deficiéncias
neuroldgicas isquémicas, apresenta atividade antiepiléptica contra crises induzidas
por PILO (198,199). Apesar de toda a fundamentacao cientifica apresentada acima
guanto aos possiveis mecanismos de acdo envolvidos nos efeitos observados, as
atuacOes através de algumas das vias propostas sao apenas hipdteses que
necessitam ser averiguadas posteriormente.

Uma vez que, tem-se como metas de uma terapia com FAEs a interrupgéo
dos quadros de crises, a atenuacdo na morbidade e/ou mortalidade relacionadas e o
progresso na qualidade de vida do individuo portador da condicdo neuropatolégica
envolvida, entdo se pode perceber que, dentre os quatro peptideos testados,
communis 19 foi o0 composto que apresentou melhor desempenho. Pode-se pontuar
0s seguintes motivos primordiais para tal afirmacdo: a supressdo do quadro de
crises maximas em 75% no modelo de PILO; o aumento da laténcia para crise
maxima e reducao da duracdo desse tipo de crise, em ambos os modelos testados.
Além disso, os resultados mais pronunciados ocorreram no ensaio onde as crises
foram induzidas quimicamente pelo uso da PILO.

Em um cenério totalmente favoravel a busca de uma nova molécula
potencialmente antiepiléptica, poderiamos esperar a completa interrupcdo do quadro
de crises, ou seja, que nenhum animal exibisse manifestagcbes comportamentais de
alguma das classes elencadas nas tabelas 2 e 3, ou pelo menos desenvolvessem
comportamentos associados as classes menores/iniciais. Porém, como pode ser

observado pelo efeito do grupo DZP no modelo de PILO, até mesmo esse FAE
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classico evitou apenas a ocorréncia da crise maxima, ndo suprimindo o
aparecimento de manifestacdes das classes 1 a 4. A esse respeito, ha relatos de
gue as convulsbes induzidas por Pilocarpina, em roedores, sdo fracamente
controladas por FAEs (200), o que reforca ainda mais a consideracdo de que se
trata de um modelo de farmacorresisténcia. Entdo, com o intuito de tentar suprimir a
ocorréncia de crise maxima em 100% dos animais, assim como também para
expandir os conhecimentos acerca da ocorréncia de relacdo entre dose e resposta
desse peptideo sobre o modelo de PILO, avaliamos o efeito de communis 19 em
trés outras doses (0,3, 1,5 e 6,0 pg/animal).

Quando tratamos da laténcia para ocorréncia da crise maxima (Figura 29), as
doses de 1,5 pg/animal [Fpo0= 28,42; p<0,01] e de 3,0 pg/animal
[F221=29,51;p<0,01] apresentaram diferencas estatisticas em comparagédo ao
grupo controle negativo, aumentando o tempo para o inicio desse quadro convulsivo.
Ja a dose de 6,0 pg/animal, mesmo nao significante, exibiu um comportamento
contrario quanto a esse parametro em relacdo as duas doses precedentes, uma vez
gue reduziu a laténcia para a crise maxima. Com relacéo a variavel de duracao da
crise maxima, tanto a dose de 1,5 pg/animal [K=18,50; p<0,05] quanto a dose de 3,0
png/animal foram capazes de reduzir o tempo em que animal permaneceu nessa
condicdo, enquanto que com a dose de 6,0 pg/animal o animal voltou a apresentar
um tempo de duracéo de crise semelhante aquele demonstrado pelo efeito da menor
dose testada, 0,3 pg/animal (Figura 30). Na comparacdo entre as doses foi
verificado que apenas houve diferenca estatisticamente significante entre as doses
de 0,3 e 1,5 pg/animal [p<0,01], e entre as doses de 3,0 e 6,0 pg/animal [p<0,01],
ambas relacionadas a duracdo para a crise maxima (Figura 30). Nesse caso, as
doses com efeito de diminuicdo da duracao de crise maxima foram as de 1,5 e 3,0
pg/animal (Figura 30). A laténcia para a morte apenas sofreu alteracdo quando
houve o tratamento com a dose de 6,0 pg/animal [F@21) = 9,09; p<0,05], fazendo
com gue 0s animais morressem mais rapido em comparacdo com aqueles do grupo

controle negativo (Figura 31).
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Figura 29: Efeito do peptideo communis 19, em quatro doses diferentes, sobre a laténcia para crise
maxima (classe 5) no ensaio de indugdo aguda de crises epilépticas utilizando o composto
pilocarpina. A andlise estatistica foi realizada utilizando-se ANOVA de uma via seguida pelo pés-teste
de Tukey. **p<0,01 e ***p<0,001 comparados com o grupo LCRa. O n de cada grupo experimental
pode ser verificado na tabela 11. LCRa: liquido cefalorraquidiano artificial. DZP: Diazepam (4mg/kg de

animal).
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Figura 30: Efeito do peptideo communis 19, em quatro doses diferentes, sobre a duragdo da crise
maxima (classe 5) no ensaio de inducdo aguda de crises epilépticas utilizando o composto
pilocarpina. A analise estatistica foi realizada utilizando-se ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste
de Tukey, para dados paramétricos (doses de 0,3, 3,0 e 6,0), ou o teste estatistico Kruskal-Wallis
seguido pelo pds-teste de Dunn’s, para dados nao paramétricos (dose de 1,5). *p<0,05, ***p<0,001 e
****pn<(0,0001 comparados com o grupo LCRa. ++p<0,01 comparado com a dose imediatamente

anterior. O n de cada grupo experimental pode ser verificado na Tabela 11.



106

2000

1500

morte (s)

1000

éncia para a

500F

en
U

La

communis 19 (pg/animal)

Figura 31: Efeito do peptideo communis 19, em quatro doses diferentes, sobre a laténcia para a
morte no ensaio de inducdo aguda de crises epilépticas utilizando o composto pilocarpina. A analise
estatistica foi realizada utilizando-se ANOVA de uma via seguida pelo pés-teste de Tukey, para dados
paramétricos (doses de 0,3 e 6,0), ou o0 teste estatistico Kruskal-Wallis seguido pelo pds-teste de
Dunn’s, para dados ndo paramétricos (doses de 1,5 e 3,0). *p<0,05 comparado com o grupo LCRa. O
n de cada grupo experimental pode ser verificado na Tabela 11. LCRa: liquido cefalorraquidiano

artificial. DZP: Diazepam (4mg/kg de animal).

A observacao dos dados referentes ao percentual de protecdo contra a crise
maxima, taxa de sobrevivéncia e mediana das classes de crises (Tabela 11)
evidencia um desempenho semelhante aquele observado com a laténcia para crise
maxima. Ou seja, o0 aumento da dose faz com que se observem melhoras
sucessivas nesses parametros, com exce¢do da mediana das classes de crises e
taxa de sobrevida para a dose de 3,0 pug/animal, porém a dose de 6,0 pg/animal
exerce um efeito contrario aquele verificado pelas doses precedentes. Em termos de
significancia estatistica, apenas a dose de 3,0 pg/animal foi a que apresentou
relevancia, aumentando o percentual de protecao [p=0,007] e reduzindo a mediana
das classes de crises [U=8,0; p=0,007] (Tabela 11).
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Tabela 11: Efeito do peptideo communis 19, em quatro doses diferentes, sobre o percentual de
protecdo contra a crise maxima (classe 5), taxa de sobrevivéncia e mediana das classes de crises, no
ensaio de inducédo aguda de crises epilépticas utilizando o composto pilocarpina. Os dados contidos
dentro dos parénteses correspondem & quantidade de animais. A andlise estatistica foi realizada
utilizando-se o teste exato de Fisher, para o percentual de protecdo e taxa de sobrevivéncia, e o teste
de Mann Whitney para a mediana das classes de crises.**p<0,01 e ***p<0,001 em comparacdo ao

grupo LCRa. LCRa: liquido cefalorraquidiano artificial. DZP: Diazepam (4mg/kg de animal).

Protecao Taxa de Mediana
Tratamentos n contra crise  sobrevivéncia das classes

maxima (%) (%) de crises
DZP 8 100 100 4™
LCRa 8 0 62,5 (5) 5
communis 19 0,3pg/animal 6 16,7 (1) 50 (3) 5
communis 19 1,5ug/animal 7 42,9 (3) 100 5
communis 19 3,0ug/animal 8 75 (6)" 75 (6) 3™
communis 19 6,0ug/animal 8 12,5 (1) 25(2) 5

Conforme evidenciado nas Figuras 29 e 30, e também na Tabela 11, percebe-
se que ha relacdo entre a dose utilizada e a resposta gerada. Mesmo assim, ainda
nao foi possivel chegar-se a uma dose que apresentasse efeito maximo para todos
0s parametros, a excecdo da dose de 1,5 pg/animal, a qual foi a Gnica capaz de
alcancar o 4pice de resposta em relacdo a taxa de sobrevivéncia. Todavia, pode-se
constatar que, em relacdo ao desempenho, os efeitos de communis 19 sobre a
maioria dos aspectos analisados em relacdo as crise epilépticas induzidas por PILO
podem ser expressos por uma curva dose-resposta em forma de “U” invertido.

De uma forma resumida, em uma curva dose-resposta em “U” invertido
podem ser observados trés diferentes estagios: no primeiro, onde se utilizam doses
menores, esta presente um efeito fraco; no segundo atinge-se o efeito maximo
possivel a partir do uso de uma dose intermediaria; ja no Ultimo estagio verifica-se a
perda gradual da efetividade com o aumento progressivo da dose, até o
desaparecimento por completo da atividade terapéutica. A descricdo desse tipo de
curva € justamente o que se evidencia, por exemplo, no grafico gerado a partir da

acéo sobre a laténcia para a crise maxima (Figura 29).
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Curvas dose-resposta com esse modelo sdo de dificil elucidacdo experimental
possivelmente por constituir-se como um fendmeno multifatorial (204).
Particularmente em neurofarmacologia esse tipo de comportamento farmacoldgico
ndo é incomum, ja sendo inclusive relatada a sua ocorréncia com FAEs. Sabe-se,
por exemplo, que o Diazepam, em ensaios in vivo com ratos, exerce efeito
neuroprotetor quando administrado a uma dose de 10 mg/kg, porém quando
utilizado em alta dose (20 mg/kg) este farmaco falhou na prevencdo de danos
hipocampais causados por isquemia transitéria (205,206). Imagina-se que esse
efeito relacionado ao Diazepam seja devido a ocorréncia de dessensibilizacdo dos
receptores, causada provavelmente por uma ativacdo excessiva dos mesmos, o0 que
levaria ao aparecimento dos efeitos neurotéxicos (207). Além do mais, a curva dose-
resposta em “U” invertido também ja foi percebida com compostos que atuam sobre
receptores colinérgicos (208), tal como provavelmente esta acontecendo com o
peptideo Communis 19 quando atua sobre o modelo envolvendo a PILO.

A partir da verificacdo do efeito de communis 19 sobre as diferentes doses
avaliadas, foi possivel determinar o valor de DEsy em relagdo a protecao contra a
crise maxima, o qual corresponde a 1,49 ug/animal [IC=0,594 a 3,741] (Figura 32).
Para obtencdo desse indice, e consequente geragdo da curva representada na
Figura 32, foi necessério excluir o dado referente a dose de 6,0 pg/animal, uma vez

gue ele corresponde a uma atividade contraria a aquisicdo do dado pretendido.
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Figura 32: Curva do efeito de trés doses do peptideo communis 19 (em log) sobre o percentual de
protecdo contra a crise maxima induzida pela pilocarpina. Para o calculo da DEs, foi feita uma

regressao ndo-linear sigmoide.
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Ponderando-se todos os resultados gerados até agora em relagdo a acéo dos
peptideos sobre modelos agudos de inducdo quimica de crises epilépticas, apesar
de termos verificado acdo mais promissora do peptideo communis 19, o real
potencial deste e dos outros trés peptideos ainda ndo esta esgotado. E preciso ter-
se em mente que um modelo animal no a&mbito da Epilepsia é apenas uma pequena
representacdo de um sistema bastante complexo. Existem ainda outros modelos
animais onde esses compostos podem ser avaliados, com a aplicacdo de
diversificados mecanismos de acdo e tipos de crises. Assim como também o
espectro de acdo de communis 19 sobre os modelos testados, principalmente
guanto ao de PILO cujos resultados sdo melhores, pode ainda nédo estar totalmente
estabelecido. Nesse sentido, trabalhando-se com o modelo de PILO sob
delineamentos experimentais mais rebuscados, pode ser possivel avaliar esse
composto em outras perspectivas como, por exemplo: (a) efeitos observados no
periodo latente das crises podem caracterizar moléculas capazes de prevenir
epileptogénese e/ou contra déficits comportamentais de longo prazo induzidos pelas
crises; (b) acdo na fase cronica pode indicar compostos eficazes ao tratamento de
crises generalizadas recorrentes e espontaneas (209).

Com relacdo ao fato de communis 19 néo ter alcancado 100% de efetividade
guanto a supressdo do quadro convulsivo maximo, ainda existe a possibilidade de
gue se alcance esse apice de efetividade quando submetido aos testes em modelos
cronicos, assim como também modificacdes estruturais podem tornar esse peptideo

mais eficiente.

4.2.2 Atividade elétrica cerebral por Video-eletroencefalografia

Um dos procedimentos diagnésticos fundamentais para o diagnostico
Epilepsia € a eletroencefalografia (EEG), principalmente porque essa técnica é
capaz de responder algumas perguntas essenciais relacionadas a essa patologia,
tais como (210,211): O paciente tem Epilepsia?; Onde se encontra a zona de origem

da Epilepsia (zona epileptogénica)?; Qual a efetividade da terapia?
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Nas experimentac¢fes in vivo envolvendo atividade antiepiléptica, os registros
de EEG podem muitas vezes apresentar-se como meios mais precisos na
evidenciacao de crises do que a observacdo comportamental (212). Principalmente
porque a partir da observacgdo da atividade elétrica cerebral é possivel detectar mais
precisamente anormalidades dificeis de serem percebidas apenas pela verificagdo
comportamental direta, como, por exemplo, eventos epilépticos que ndo sao
convulsivos. Sendo assim, considerando a possibilidade desse obstaculo para
evidenciagdo de alguns tipos de alteracfes, pode-se dividir a anélise das crises nos
tipos comportamentais e eletroencefalogréficas.

Em geral, as crises induzidas por PILO sdo acompanhadas por
anormalidades eletroencefalograficas que se correlacionam bem com a sequencia
de alteracbes comportamentais, além de serem dependentes da dose e do tempo
(50). E comum observar que a partir do momento em que as manifestacdes
comportamentais se tornam mais severas had o desenvolvimento de crises
eletroencefalograficas caracterizadas pela presenca de picos de alta voltagem e
rapida atividade ou frequéncia, provavelmente devido a ativacdo do sistema
colinérgico muscarinico (213,214).

A fim de tentar dar mais robustez aos conhecimentos produzidos em relacéo
a atividade de communis 19 sobre o modelo de crises induzidas por PILO, entdo foi
verificado se o nivel de protecdo comportamental poderia também estar presente em
relacdo as crises eletroencefalograficas. Para tanto, esse ensaio foi conduzido
utilizando-se a dose de 3,0 upg/animal, aquela com melhores resultados até o
momento. Para a apreciacdo dos parametros de analise do EEG (laténcia, duracéo,
guantidade de crises e percentual de protecdo) foi considerada a ocorréncia de
descargas elétricas epileptiformes sincronicamente manifestadas nos dois canais de
registro (EEG 1 e EEG 2), caracterizadas pela atividade elétrica sustentada de alta
frequéncia e alta amplitude. Abaixo estdo expostas as representacdes de alguns dos
padrbes de atividades elétricas cerebrais obtidas nessa pesquisa, correspondentes
ao que foi considerado para atividade basal/normal (Figura 33) e para atividade
elétrica epileptiforme representativa de crise generalizada (Figura 34). Outra
consideracao relevante é quanto ao n experimental utilizado. Por tratar-se de um

experimento que envolve um alto custo financeiro para aquisicdo de material
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importado, e até mesmo pela dificuldade dessa importagédo, ainda néo foi possivel
aumentar a quantidade de animais utilizados nessa avaliacao.

A apreciacdo dos resultados alusivos ao pré-tratamento dos animais com o
peptideo communis 19 revelou que essa molécula ndo foi capaz de causar melhora
significativamente relevante em nenhum dos parametros avaliados (Figuras 35, 36 e
37 e Tabela 12). Porém, apesar dessa auséncia de relevancia estatistica,
provavelmente devido ao reduzido n experimental, verificamos que ha melhoras em
alguns parametros. Nesse sentido, podemos citar: aparente prolongamento do
tempo que o animal leva para revelar o primeiro episddio de crise generalizada
[K=1,723; p=0,4505] (Figura 35), reducdo da quantidade de crises [K=4,548;
p=0,1152] (Figura 37) e protecdo contra crises eletroencefalograficas generalizadas
em 50% [p=0,4286] (Tabela 12). Outro dado relevante a ser observado é que até o
DZP nado foi capaz de inibir a ocorréncia de grises eletroencefalograficas
generalizadas em todos 0s animais, neste caso apresentando um percentual de
protecdo de 66,7% (Tabela 12).
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Figura 33: Registro eletroencefalografico representativo da atividade elétrica basal de camundongos, onde se observa auséncia de atividade elétrica com alta
frequéncia e amplitude.
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Figura 34: Registro eletroencefalografico representativo de uma crise epiléptica generalizada em camundongos, utilizando o indutor quimico Pilocarpina,
onde se observa atividade elétrica de alta frequéncia e amplitude, além da sincronia nos disparos elétricos dos dois canais de registros.
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Figura 35: Efeito do peptideo communis 19, na dose de 3,0 pg/animal, sobre a laténcia para crise
eletroencefalografica generalizada no ensaio de inducdo aguda de crises epilépticas utilizando o
composto pilocarpina. A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o teste estatistico Kruskal-
Wallis. O n de cada grupo experimental pode ser verificado na Tabela 11. LCRa: liquido
cefalorraquidiano artificial. DZP: Diazepam (4mg/kg de animal).
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Figura 36: Efeito do peptideo communis 19, na dose de 3,0 pg/animal, sobre a duragdo das crises
eletroencefalogréficas generalizadas no ensaio de indugdo aguda de crises epilépticas utilizando o
composto pilocarpina. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o teste estatistico Kruskal-
Wallis. O n de cada grupo experimental pode ser verificado na Tabela 11. LCRa: liquido
cefalorraquidiano artificial. DZP: Diazepam (4mg/kg de animal).
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Figura 37: Efeito do peptideo communis 19, na dose de 3,0 pg/animal, sobre a quantidade de crises
eletroencefalograficas generalizadas no ensaio de indugdo aguda de crises epilépticas utilizando o
composto pilocarpina. A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o teste estatistico Kruskal-
Wallis. O n de cada grupo experimental pode ser verificado na Tabela 11. LCRa: liquido
cefalorraquidiano artificial. DZP: Diazepam (4mg/kg de animal).

Tabela 12: Efeito do peptideo communis 19, na dose de 3,0 pg/animal, sobre o percentual de
protecdo contra crises eletroencefalograficas generalizadas no ensaio de inducdo aguda de crises
epilépticas utilizando o composto pilocarpina. Os dados contidos dentro dos parénteses
correspondem a quantidade de animais. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o teste exato
de Fisher. LCRa: liquido cefalorraquidiano artificial. DZP: Diazepam (4mg/kg de animal).

Protecao

contra crise
Tratamentos n generalizada

eletoenc. (%)

LCRa 3 0
DZP 3 66,7 (2)
communis 19 4 50 (2)

Comparando-se os resultados obtidos nas avaliagbes comportamentais e
eletroencefalogréficas, pode-se perceber que h& certo grau de correspondéncia

entre eles no que diz respeito a laténcia e ao percentual de protecdo para o
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aparecimento do quadro epiléptico maximo/generalizado, quando 0s animais
passaram por pré-tratamento com a dose de 3,0 pg/animal. Ou seja, esses dois
parametros sofreram melhoras importantes. No ensaio comportamental, para
aqueles animais que apresentaram crises maximas, tem-se o tempo médio de 1516
segundos (EPM = %186,2) para ocorréncia do primeiro evento, enquanto que a
analise de EEG revelou que o quadro de crises generalizadas teve inicio, em média,
com 1305 segundos (EPM = + 286,1). Ja o percentual de protecdo na observacéo
comportamental foi de 75% (Tabela 10), enquanto que 0 mesmo parametro
verificado apos ensaio eletroencefalogréafico correspondeu a 50% (Tabela 12).

Desse modo, os resultados demonstrados na analise eletroencefalogréafica
reforcam aqueles ja verificados pela observacdo comportamental, fornecendo,
assim, maior credibilidade quanto ao potencial de communis 19 contra crises

epilépticas quimicamente induzidas por Pilocarpina.

4.2.3 Perfil neuroframacolégico

No inicio da busca por novos FAEs havia uma menor atengcdo no que se
refere a seguranca e tolerabilidade, uma vez que o manejo das crises era visto como
meta primordial das terapias em desenvolvimento. Porém, hoje existe um controle
regulatério muito mais atuante em relacdo a esses importantes quesitos, o que foi
em grande parte impulsionado devido a tragédia da Talidomida no inicio dos anos 60
(39). Um dos maiores vildes do processo de adesao a farmacoterapia antiepiléptica
€ a extensa quantidade de efeitos adversos que esses medicamentos sao capazes
de causar.

Segundo a Organiza¢do Mundial da Saude, efeito adverso a um medicamento
pode ser definido como “resposta nociva e nao intencional gerada ap6s o uso de
medicamentos em doses que normalmente sdo usadas para profilaxia, diagnostico,
terapia de doencgas, ou para a modificagdo de uma fungdo biolégica” (215). Muitos
dos novos FAEs que surgiram, além de terem menor eficdcia em comparacdo com
alguns dos medicamentos classicos disponiveis, também ndo apresentam

consideraveis avancos em relacdo aos efeitos adversos. Tais ocorréncias
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desagradaveis, além de acarretarem na descontinuacdo do tratamento em
aproximadamente 25% dos pacientes, apresentam-se como fonte consideravel de
incapacidade, morbidade e mortalidade (216—218).

Os efeitos indesejaveis causados por esses farmacos podem manifestar-se
em categorias associadas com o SNC, alteragdes médicas gerais ou com 0
aparecimento de complicacbes adversas de modo tardio (219). Dentre as
manifestacdes relacionadas com o SNC estdo os déficits cognitivos (reducdes nos
niveis de atencdo, capacidade executiva, memoria, velocidade de processamento,
inteligéncia e habilidade com a linguagem), comprometimentos psiquiatricos
(ansiedade, depresséo, irritabilidade) e alteracdes motoras ou discinesias (ataxia,
sedacdo). As alteracbes médicas gerais, embora em alguns casos raras, podem
levar ao aparecimento de sérios problemas, tais como: anemia aplasica,
comprometimentos visuais, insuficiéncia hepatica e reacdes de hipersensibilidade.
J4 as complicacdes tardias sdo insidiosas porque se manifestam através do
aumento gradual ao longo do tempo, como o ganho de peso por exemplo.

Levando em consideracdo que a determinacdo do regime terapéutico
antiepiléptico perpassa por questdes relacionadas tanto com a verificagcdo de
eficacia clinica quanto com a avaliacdo da tolerabilidade associada, por conseguinte
decidiu-se avaliar o grau de toxicidade relacionado com a dose mais efetiva de
communis 19 (3,0 pg/animal), e também com uma dose 10 vezes superior (30
pg/animal), esta com o propdsito de se conhecer melhor aspectos relacionados ao
seu indice terapéutico. Para tanto, foram utilizados testes para investigacdo das
alteracbes comportamentais e motoras, conforme melhor descrito a seguir.

Um dos testes utilizados foi o ensaio de Campo Aberto, do inglés Open Field,
o qual foi originalmente descrito por Hall em 1934 como uma prova util ao estudo da
emotividade em roedores, através de um procedimento no qual o animal é
submetido a um ambiente desconhecido onde a fuga é impedida pelas paredes
circundantes (220). Esse é um experimento muito utilizado para avaliar os efeitos de
moléculas sobre a atividade geral espontanea, como, por exemplo, comportamentos
relacionados com a exploracdo e ansiedade (221). Camundongos habitualmente
demonstram o comportamento de medo em locais abertos e com estimulos
desconhecidos, em virtude de serem animais normalmente caracterizados como

presas nas interacfes biolégicas, além do mais sdo animais que naturalmente
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apresentam muita agilidade motora e altas taxas de locomocgédo (222). O
comportamento de elevacado, por exemplo, pode ser considerado como uma atitude
exploratoria gerada pela novidade em relagcdo ao ambiente desconhecido (223).

O teste de Rotarod é amplamente utilizado para o screening da toxicidade de
moléculas com potencial terapéutico sobre Epilepsia, permitindo o rastreamento de
dificuldades neurolégicas agudas em termos de coordenacdo motora e equilibrio
(48). Nessa experimentacao, a inabilidade do animal em manter-se equilibrado em
uma barra giratoria, durante determinado periodo observacional, é utilizada como
uma indicagcdo confidvel de deficiéncia motora (224). Além do mais, as alteracbes
passiveis de detec¢do sdo bem correlacionadas com a ataxia relatada em humanos,
e, desse modo, fornecem uma predicdo satisfatoria daquilo que pode ser esperado
na pratica terapéutica (225,226).

Seguindo a mesma linha de raciocinio quanto aos grupos controles utilizados
na avaliacdo da atividade antiepiléptica, foram observados os comportamentos
relacionados aos parametros de avaliacdo propostos tanto em animais submetidos
aos tratamentos com o veiculo de solubilizacdo do peptideo communis 19 (LCRa —
grupo controle negativo), a fim de considerar como nivel basal de estresse,
ansiedade ou locomocgado, quanto a animais submetidos a intervencao terapéutica
com um farmaco antiepiléptico, o Diazepam, classicamente conhecido por causar
sedacao e ataxia, dentre outros efeitos adversos.

Como esperado, no ensaio do Campo Aberto foi verificado que o DZP
provoca comportamentos associados com a sedacgdo, tais como reducdo da
exploracao e elevacdo, e aumento do tempo em imobilidade (Figuras 38, 39 e 40),
em comparacdo com o grupo controle negativo. Quando comparamos os efeitos dos
peptideos nas duas doses testadas, pudemos observar que as alteracdes
estatisticamente significantes apenas ocorreram em relacdo ao grupo DZP. Neste
caso, as duas doses causaram aumento tanto do tempo em exploragao [F( 18 =
11,80 e p=0,0005 para a dose de 3,0 pg/animal; F18 = 18,88 e p<0,0001 para a
dose de 30 pg/animal] (Figura 38) quanto do tempo em elevagao [F18 = 7,15 €
p=0,005 para a dose de 3,0 pg/animal; F1s = 7,05 e p=0,006 para a dose de 30
pg/animal] (Figura 40), e diminuicdo do comportamento de imobilidade [F(2 18 = 12,23
e p=0,0004 para a dose de 3,0 pg/animal; F 1 = 18,09 e p<0,0001] (Figura 39). O

parametro de linhas cruzadas sofreu alteracdo apenas quanto ao grupo tratado com
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a dose de 3,0 pg/animal [Fp17= 3,74 e p=0,045], neste caso aumentado a
guantidade em relacéo ao grupo DZP (Figura 43). O parametro de autolimpeza foi o

anico que nao sofreu alteracdo com nenhum dos tratamentos analisados (Figura 41).
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Figura 38: Efeito do peptideo communis 19, em duas doses diferentes, sobre o comportamento de
exploracdo no ensaio de Campo Aberto (Open Field). A analise estatistica foi realizada utilizando-se
ANOVA de uma via seguida pelo pds-teste de Tukey. **p<0,01 comparado com o grupo LCRa.
+++p<0,001 e ++++p<0,0001 comparado com o grupo DZP. Cada grupo experimental foi composto

por 7 animais. LCRa: liquido cefalorraquidiano artificial. DZP: Diazepam (4mg/kg de animal).
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Figura 39: Efeito do peptideo communis 19, em duas doses diferentes, sobre o comportamento de
imobilidade no ensaio de Campo Aberto (Open Field). A analise estatistica foi realizada utilizando-se
ANOVA de uma via seguida pelo pés-teste de Tukey. *p<0,05 comparado com o grupo LCRa.
+++p<0,001 e ++++p<0,0001 comparado com o grupo DZP. Cada grupo experimental foi composto

por 7 animais. LCRa: liquido cefalorraquidiano artificial. DZP: Diazepam (4mg/kg de animal).
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Figura 40: Efeito do peptideo communis 19, em duas doses diferentes, sobre o comportamento de
elevacdo no ensaio de Campo Aberto (Open Field). A andlise estatistica foi realizada utilizando-se
ANOVA de uma via seguida pelo pds-teste de Tukey. **p<0,01 comparado com o grupo LCRa.
+p<0,05 comparado com o grupo DZP. Cada grupo experimental foi composto por 7 animais. LCRa:

liquido cefalorraquidiano artificial. DZP: Diazepam (4mg/kg de animal).
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Figura 41: Efeito do peptideo communis 19, em duas doses diferentes, sobre o comportamento de
autolimpeza no ensaio de Campo Aberto (Open Field). A andlise estatistica foi realizada utilizando-se
ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste de Tukey. Cada grupo experimental foi composto por 7

animais. LCRa: liquido cefalorraquidiano artificial. DZP: Diazepam (4mg/kg de animal).
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Figura 42: Efeito do peptideo communis 19, em duas doses diferentes, sobre a quantidade de linhas
cruzadas no ensaio de Campo Aberto (Open Field). A andlise estatistica foi realizada utilizando-se
ANOVA de uma via seguida pelo pos-teste de Tukey. +p<0,05 comparado com o grupo DZP. Cada
grupo experimental foi composto por 7 animais. LCRa: liquido cefalorraquidiano artificial. DZP:

Diazepam (4mg/kg de animal).

Pela apreciacdo dos resultados obtidos no ensaio de Campo Aberto, foi
verificado que o peptideo communis 19, mesmo em uma dose 10 vezes maior do
gue aquela com boa efetividade sobre o ensaio antiepiléptico com PILO, né&o
apresentou alteracbes nos parametros de atividade geral espontanea investigados.
Sabendo-se que a sedacdo/sonoléncia € um efeito marcante de alguns farmacos
antiepilépticos, tais como o DZP, entdo pode-se considerar que o peptideo
communis 19 apresenta vantagem relevante em relacao a esse quesito.

Na avaliacdo da coordenagcdo motora através ensaio de Rotarod, em relacao
a quantidade de animais que falharam em permanecer na barra cilindrica (Tabela
13), pode-se constatar que 87,5% [p<0,05] dos animais apresentaram ataxia quando
tratados com o DZP, corroborando com o fato de que este efeito adverso classico
esta realmente associado ao uso de tal FAE. Em contrapartida, communis 19, nas
duas doses testadas, ndo causou alteracdo significante nessa variavel em relacéao
ao grupo LCRa, apresentando melhor desempenho em relagdo ao grupo DZP
[p<0,05], j& que reduziu para 25% e 28,5% o0 quantitativo de animais que falharam

apos tratamento com as doses de 3,0 e 30 pg/animal, respectivamente.
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Tabela 13: Efeito do peptideo communis 19, nas doses de 3,0 e 30 pg/animal, sobre a quantidade de
animais que falharam em permanecer na barra cilindrica do ensaio de Rotarod. *p<0,05 em relagao
ao grupo LCRa e "p<0,05 em relacdo ao grupo DZP. A andlise estatistica foi realizada utilizando-se o
teste exato de Fisher. LCRa: liquido cefalorraquidiano artificial. DZP: Diazepam (4mg/kg de animal).

Quantidade
Tratamentos n que falhou
LCRa 8 1 (12,5%)
DZP 8 7 (87,5%)*
communis 19 3,0 ug/animal 8 2 (25%)*
communis 19 30 pg/animal 7 2(28,5%)*

Quando tratamos sobre a laténcia para a queda dos animais, foi verificado
que hé diferenga significante com relacéo a interacéo [Fs 135= 6,21; p<0,0001] e ao
tempo [Fe, 135= 5,15; p=0,0002], mas ndo com rela¢cdo aos tratamentos [Fg 27)=
2,23; p=0,107] (Figura 43). Foi constatado que para ambos os tratamentos com as
duas doses do peptideo communis 19 ndo houve alteragbes significativas na
laténcia para a queda, quando compara aquela apresentada pelos animais do grupo
controle negativo LCRa. Além do mais, verificamos que o DZP foi capaz de causar
significativa reducédo na laténcia para a queda em duas janelas temporais tomadas
para avaliagdo: aos 15 [p<0,0001] e aos 40 minutos [p<0,05]. Outra observacao
relevante corresponde ao fato de que, no tempo de 15 minutos, o tratamento com
communis 19 em ambas as doses apresentou maior laténcia para a queda do que o
tratamento com DZP [p<0,0001].
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Figura 43: Efeito do peptideo communis 19, em duas doses diferentes, sobre laténcia para a queda
no ensaio de Rotarod. A andlise estatistica foi realizada utilizando-se a andlise de variancia de
medidas repetitivas de duas vias (Two-way ANOVA), seguida pelo pés-teste de Bonferroni. *p<0,05,
****n<(0,0001 comparado com o grupo LCRa, e ++++p<0,0001 comparado com o grupo DZP. Cada
grupo experimental foi composto por 7-8 animais. LCRa: liquido cefalorraquidiano artificial. DZP:
Diazepam (4mg/kg de animal).

Conforme pode ser observado pelos resultados anteriormente descritos, o
peptideo communis 19, mesmo em uma dose 10 vezes maior do que aguela dose
terapéutica encontrada nesse estudo, ndo foi capaz de provocar os efeitos adversos
gue estdo normalmente associados ao uso de FAEs, tais como sedacdo e ataxia.
Alguns desses efeitos indesejaveis, inclusive, ja foram relatados anteriormente para
outros compostos anticonvulsivantes originalmente extraidos da peconha de vespas
sociais. Mortari e colaboradores (103) demonstraram que compostos com baixas
massas moleculares presentes na peconha desnaturada de Polybia occidentalis,
apesar de exercerem efeitos benéficos sobre uma variedade de modelos de
Epilepsia, prejudicam alguns comportamentos associados a atividade geral
espontanea de ratos, sem interferir na coordenagdo motora. A pegonha desnaturada
de Polybia ignobilis, quando testada em ratos (0,2 mg/animal; i.c.v.), foi capaz de
comprometer aspectos relacionados com a atividade geral espontanea (exploragéo e
imobilidade), apesar de ser efetiva contra convulsdes induzidas de modo agudo pelo
uso de bicuculina, picrotoxina e &acido kainico (130). Por outro lado, na literatura

também podem ser encontrados relatos da auséncia desse tipo de efeito adverso
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apos ensaios com moléculas potencialmente antiepilépticas. Como exemplo tem-se
0 estudo de Couto e colaboradores (131), onde foi verificado que compostos com
baixas massas moleculares presentes na peconha de Polybia paulista hdo causam
efeitos indesejados na atividade geral espontéanea de ratos, semelhante ao que foi
demonstrado pela agdo de communis 19.

Uma vez que, segundo o ensaio de Rotarod, communis 19 ndo apresentou
efeitos toxicos significativos em nenhuma das doses testadas, consequentemente
ndo atingindo 50% de toxicidade, entdo nédo foi possivel calcular-se o valor exato de
DTso. Porém, podemos inferir que ela é maior do que 30 pg/animal.

Quando tratamos sobre o indice terapéutico de farmacos utilizados no
tratamento de transtornos epilépticos tem-se normalmente um valor
pequeno/estreito, ndo sendo rara a ocorréncia de toxicidade, sobretudo com aqueles
pertencentes as primeiras geracdes que foram desenvolvidas (227,228). Quanto ao
indice terapéutico do peptideo communis 19, através do calculo utilizando-se a
razdo entre DTso (maior do que 30 pg/animal) e DEsg (1,49 pg/animal), chegou-se a
um valor que deve ser superior a 20,13. Ou seja, para o0 estudo em curso, a dose
necessaria para exercer efeitos toxicos € no minimo 20 vezes maior do que aquela
gue exerceu os melhores resultados terapéuticos. Deste modo, percebemos que
communis 19 apresentou uma janela terapéutica segura nos ensaios realizados com
0s camundongos.

Analisando-se o conjunto de dados gerados até o momento sobre os efeitos
do peptideo communis 19 em modelos de Epilepsia, podemos destacar que temos
em maos uma molécula potencialmente promissora a terapéutica de crises
epilépticas refratarias/farmacorresistentes, uma vez que demonstramos a sua
efetividade na atenuacédo de crises maximas induzidas por PILO de modo agudo, e
com pequena propensdao a causar efeitos indesejaveis associados a
descoordenacdo motora e sedacdo. Particularmente para medicamentos
direcionados ao tratamento de transtornos relacionados com o SNC, apesar de
serem grandes 0s investimentos, a taxa global de sucesso com o desenvolvimento
clinico permanece baixa, chegando a ser inferior a 10% (229,230). Uma das
explicacbes para esse fato pode ser a falha na pesquisa ndo-clinica. Apesar do

estudo ora em discusséo tratar-se de uma constatacgéao inicial e ainda pequena frente
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a gama de analises que ainda devem ser executadas, ele ja fornece consideraveis

subsidios para futuros delineamentos experimentais e buscas melhor orientadas.
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5 CONCLUSOES

v Foram identificados seis peptideos inéditos a partir da peconha de

Chartergellus communis.

v As sequéncias primarias de aminoacidos desses seis peptideos apresentam
semelhancas com peptideos isolados anteriormente da peconha de algumas

espécies de vespas.

v O peptideo communis 07 apresenta similaridades com moléculas pertencentes

a classe das cininas.

v' As sequéncias primarias dos aminoacidos que compdem o0s peptideos
communis 11, communis 15, communis 16 e communis 18 sao similares

aquelas encontradas em peptideos classificados como mastoparanos.

v' O peptideo communis 19 apresenta identidade com peptideos classificados

como quimiotéticos.

v" No modelo onde as crises foram induzidas por PTZ, o peptideo communis 19
foi 0 Unico a causar melhoras em alguns dos parametros avaliados (aumento

da laténcia e reducao da duracéo de crises maximas).

v Quando os peptideos sintéticos foram testados no modelo em que as crises
foram induzidas por pilocarpina, apenas tiveram acdo os peptideos communis
11 e communis 19. Ambos aumentaram a laténcia e diminuiram a duracdo de
crises maximas. Ja o percentual de protecdo e a mediana das crises sofreram

alteracOes benéficas por acdo de communis 19.

v Na avaliacdo de quatro diferentes doses de communis 19 (0,3, 1,5, 3,0 e 6,0
pg/animal) sobre o modelo utilizando a pilocarpina, foi verificado que as doses
de 1,5 e 3,0 apresentaram efeitos benéficos na laténcia e duracdo das crises

maximas. Quanto aos outros parametros, apenas a dose de 3,0 pg/animal
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continuou sendo estatisticamente significante (percentual de protecéo contra a
crise maxima e mediana das classes de crises). J4 a dose de 6,0 pg/animal

demonstrou ser deletéria em relacéo a alguns parametros.

A DEsq estimada para o peptideo communis 19 corresponde a 1,49 pg/animal.

No ensaio por Video-eletroencefalografia, apesar da auséncia de significancia
estatistica, o peptideo communis 19 (3,0 pg/animal) apresentou efeitos
benéficos quanto a laténcia e quantidade de crises eletroencefalograficas

generalizadas induzidas por pilocarpina.

O peptideo communis 19 (3,0 e 30 pg/animal) ndo causou alteragcdes na
atividade geral espontanea de camundongos submetidos ao ensaio de Campo
Aberto.

No experimento de Rotarod, foi verificado que o peptideo communis 19 (3,0 e

30 pg/animal) ndo causa prejuizos quanto a coordenagdo motora dos animais.

A DTso para o peptideo communis 19 corresponde a um valor superior a 30

pg/animal.

O peptideo communis 19 apresenta um valor de indice terapéutico maior do
que 20,13.

Em conclusdo, a peconha de Chartergellus communis apresenta em sua
composicdo um peptideo potencialmente atil a terapéutica das crises

epilépticas.
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ANEXO A — AUTORIZACAO DE ACESSO E DE REMESSA DE COMPONENTE
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Componente do Patriménio Genético

O Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnolégico - CNPq, nos termos Deliberagao 246/2009, do
Conselho de Gestdao do Patrimonio Genético, autoriza a
instituigéo identificada no verso deste documento a acessar
¢ remeter componente do Patrimdnio Genético com a
finalidade de pesquisa cientifica.

Brasilia, 19 de Novembro de 2013

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

Processo: 010476/2013-0

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

Pesquisador: Marcia Renata Mortari

CPF: 828.885.151-72

RG: 1507428 - SSP / DF

Para visualizar a versdo digital da Autorizagdo de Acesso e
de Remessa de Componente do Patriménio Genético, V.Sa.
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ANEXO B — AUTORIZACAO PARA COLETA DE NINHOS DE VESPAS NO
MUNICIPIO DE FORMOSA — GO, EXPEDIDA PELA SECRETARIA MUNICIPAL
DE MEIO AMBIENTE.

PREFEITURA DE

Formosa

Construindo uma vida melhor

Formosa

ESTADO DE GOIAS
PREFEITURA MUNICIPAL DE FORMOSA
SECRETARIA MUNICIPAL DE MEIO AMBIENTE

AUTORIZACAO

A Prefeitura Municipal de Formosa por sua Secretaria Municipal de Meio
Ambiente, no interesse piiblico de fomentar o conhecimento cientifico, por este instrumento e na
forma da Lei, AUTORIZA a Doutora Mércia Renata Mortari, professora da UNB — Universidade
de Brasilia e auxiliares sob sua responsabilidade, a EFETUAR A COLETA de ninhos de vespas no
municipio de Formosa — GO, especialmente no Parque Municipal da Mata da Bica e Parque
Municipal do Itiquira para uso de cunho cientifico.

A autorizada compromete — se a causar 0 minimo de perturbacbes possiveis ao
Meio Ambiente durante a execucdo da coleta do material objeto, bem como disponibilizar a esta

secretaria copia do resultado final da pesquisa cientifica.

Formosa-GO, 22 de abril de 2014.

\
D

~———
Eng® Florestal -E1uiz2’Ant6nio Laner
Sechunicipal de Meio Ambiente

Av. Tancredo Neves, 317 - Setor Bosque ~ CEP: 73.802-005 ~ Formosa-GO | Telefone (61) 3981-1071 | www.formosa.go.gov.br
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ANEXO C — AUTORIZACAO PARA ACESSO AO PARQUE MUNICIPAL DO
ITIQUIRA, EXPEDIDO PELA SECRETARIA DE TURISMO DA CIDADE DE
FORMOSA - GO

ESTADO DE GOIAS
PREFEITURA MUNICIPAL DE FORMOSA

Oficio. N° 145/2014

¥ Formosa, 10 de Abril de 2014
A Senhora

Dra. Marcia Renata Mortari

Professora Coordenadora do Laboratério de Neurofarmacologia

Brasilia -DF

Ref.: Resposta ao Oficio 02/2014.

Prezada Doutora,

Venho por meio deste autorizar o acesso da equipe de pesquisas da UnB
para adentrar o Parque Municipal do Itiquira, pelo periodo que durar os estudos
cientificos.

Atenciosamente,

Rosana Sales Araujo
Secretaria de Turismo de Formosa-GO

Praga Rui Barbosa, N° 208 — Centro — CEP 73801-220 Formosa/GO | Telefone: (61) 3981-1030 |
www.formosa.go.gov.br
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ANEXO D - LICENGA PARA COLETA NUMERO 21723-2, EXPEDIDA PELO
INSTITUTO CHICO MENDES DE CONSERVACAO DA BIODIVERSIDADE
(ICMBio)

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservagio da Biodiversidade - ICMBio
-~ Sistema de Aulorizacao e Informacao em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagdo para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 21723-2 | Data da Emissao: 03/06/2013 15:01 | Data para Revalidagao*: 03/07/2014
* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalenie ao previsto no cronograma de alividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacio do relatbrio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissfo.

Dados do titular

Nome: Marcia Renata Mortari CPF: 828.885.151-T2

Tiwlo do Projeto: Identificacao de peptidecs anticonvulsivantas & ansioliticos dos venenos de vespas soclals do Cerrado brasileino.

Nome da Instituigao : FUNDAGAO UNIVERSIDADE DE BRASILIA CMPJ: 00.038.174/0001-43

Cronograma de atividades

# Descricao da alividade Inicio {méslano) | Fim (mésiano)
1 | Coleta dos espécimens 10/2009 102014
2 | Separacio e isolamento dos componenies ativos 012010 012011
3 | Bioensaios 032010 102012

Observacbes e ressalvas
As afividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em iodo o territoric nacional, que impliguem o deslocamento de recursos humanos e
1 | materiais, tendo por objeto codetar dados, materiais, espécimes biokbgicos e minerais, pegas integrantes da culiura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meko de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, & difusBo ou & pesguisa, estSo sujeitas a aulorzagdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.
Esta autorizagio NAD exime o pesquisader titular & os membros de sua equipe da necessidads de obter as anuéncias previsias em outros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsével pela drea, pdblica ou privada, onde serd realizada a afividade, inclusive do drgo gestor de terra indigena (FUMNAI), da
unidade de conservagio estadual. distrital ou municipal, ou do proprietario, amendatario, posseiro ou morador de érea dentro dos limites de unidade de conservagio
federal cujo processo de reqularizagSo fundisria encontra-se 8m curso.
Este documenin soments podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugéo Mormativa IBAMA n® 15472007 ou na Instrugio Mormativa ICMBio n® 1002010, no que
3 | especifica esta Autorizagio, nSo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material bioldgico coletado deverd ser utilizado para atividades
| | centificas ou didaticas no &mbito do ensino superior.
A sutorizacio para emvio a0 exterior de material bioldgico ndo consignado deverd ser requerida por meio do endereco eletrbnico wew.ibama.gov.br (Servigos on-line -
4 | Licenga para importagSo ou exportagdo de flora e fauna - CITES e ndo CITES). Em caso de material consignade, consulte www.icmibio gov.brfsisbio - menu
Exportagso.
O titular de licenga ou autorizagio e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
5 | a0 grupo taxonbmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a oulros grupos; & empregar esforge de coleta ou capiura que n&o comprometa a viabilidade
de populaghes do grupo taxondmico de interesse em condigSo in sitw.
O titular de autorizagso ou de licenca permanents, a5sim como os membros 42 sua equipe. quando da violagho da legislagso vigente, ou quando da inadequacao,
& | omissdo ou falsa descriglio de informagbes relevantes que subsidiaram a expedigio do ato, poders, mediante decisSo motivada, ter a autorizagso ou licenga
suspensa ou revegada pelo ICMBio e o material bioldgico coletado dido nos termos da legislagio brasileira em vigor.
Este documenio ndo dispensa o cumpri da legislagio que dispde sobre acesso a componente do patrimdnio genético existente no territério nacional, na
7 | plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou a0 conhecimento tradicional associado ao patriménio genétice, para fins de pesquisa centifica,
|| bi & desenvolvimento tecnoldgico. Veja maiores info S em www.mma.gov.brfcgen.

Em caso de pesquisa em UNIDADE DE COMSERVACAQ, o pesquisador Gtular desta autorizagio devera contactar a administragdo da unidade a fim de CONFIRMAR
AS DATAS das expedigies, as condigbes para realizagfo das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.
a As afividades contempladas nesta autorizagso NAD abrangem espécies brasieiras constante de Estas oficiais (de abrang@ncia nacional, estadual ou municipal) de
‘espécies ameagadas de extingdo, sobreexplotadas ow ameagadas de sobreexplotagso.

Equipe

# Nome Fungio CPF Doc. Identi MNacionalidade
1 | Carlos Alberto Schwartz colaborador 918,647 478-20 5606136 ssp sp-5P Brasieira

2 | Luzitano Brandéo Femeira colaborador 428.872.751-00 1032200 SSP-DF Brasieira

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

# Municigi UF_| Descricio do local [Tipo |
asilia e cidades satéliles | Fora de UC Federsl |

Esie documento (Autorizacdo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugao Normativa n®15472007. Alravés do codigo
de autenticacao abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por melo da pagina do Sisbia/lICMBio na

Internet (www icmbio.gov brisisbia).

Codigo de autenticagdo: 86498433 I|IIII||I

[ Pagina 1/3 |
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ANEXO E — LICENGA PARA COLETA NUMERO 21723-3, EXPEDIDA PELO
INSTITUTO CHICO MENDES DE CONSERVACAO DA BIODIVERSIDADE
(ICMBio)

Ministério do Meio Ambiente - MMA
Instituto Chico Mendes de Conservacéo da Biodiversidade - ICMBio
~ Sistema de Autorizag&o e Informagéo em Biodiversidade - SISBIO

Autorizagao para atividades com finalidade cientifica

Nimero: 21723-3 | Data da Emissao: 03/06/2014 16:56 Data para Revalidagao*: 03/07/2015
* De acordo com o art. 33 da IN 154/2009, esta autorizagdo tem prazo de validade equivalente ao previsto no cronograma de atividades do projeto,
mas devera ser revalidada anualmente mediante a apresentacéo do relatorio de atividades a ser enviado por meio do Sisbio no prazo de até 30 dias
a contar da data do aniversario de sua emissao.

Dados do titular
Nome: Marcia Renata Mortari CPF: 828.885.151-72

Titulo do Projeto: Identificagéo de peptideos anticonvulsivantes e ansioliticos dos venenos de vespas sociais do Cerrado brasileiro.

Nome da Instituigao : FUNDAGAQ UNIVERSIDADE DE BRASILIA CNPJ: 00.038.174/0001-43

Cronograma de atividades

# Descricao da atividade Inicio (més/ano) | Fim (més/ano)
1 | Coleta dos espécimens 10/2009 10/2014
2 |[Separacio e isolamento dos componentes ativos 01/2010 01/2011
3| Bioensaios 03/2010 10/2012

Observagdes e ressalvas
As atividades de campo exercidas por pessoa natural ou juridica estrangeira, em todo o territorio nacional, que impliqguem o deslocamento de recursos humanos e
1 | materiais, tendo por objeto coletar dados, materiais, espécimes biologicos e minerais, pegas integrantes da cultura nativa e cultura popular, presente e passada,
obtidos por meio de recursos e técnicas que se destinem ao estudo, a difus&o ou & pesquisa, est&io sujeitas a autorizagdo do Ministério de Ciéncia e Tecnologia.
Esta autorizago NAO exime o pesquisador titular e os membros de sua equipe da necessidade de obter as anuéncias previstas em outros instrumentos legais, bem
como do consentimento do responsavel pela area, pablica ou privada, onde sera realizada a atividade, inclusive do 6rgéo gestor de terra indigena (FUNAI), da
unidade de conservagdo estadual, distrital ou municipal, ou do proprietario, arrendatario, posseiro ou morador de &rea dentro dos limites de unidade de conservagio
federal cujo processo de regularizagio fundiéria encontra-se em curso.
Este documento somente podera ser utilizado para os fins previstos na Instrugao Normativa IBAMA n° 154/2007 ou na Instrugdo Normativa ICMBio n°® 10/2010, no que
3 | especifica esta Autorizagio, ndo podendo ser utilizado para fins comerciais, industriais ou esportivos. O material biolégico coletado devera ser utilizado para atividades
cientificas ou didaticas no &mbito do ensino superior.
A autorizac#o para envio ao exterior de material bioldgico ndo consignado devera ser requerida por meio do endereco eletrdnico www.ibama.gov.br (Servigos on-line -
Licenga para importagéo ou exportacéo de flora e fauna - CITES e néo CITES).
O titular de licenga ou autorizagdo e os membros da sua equipe deverdo optar por métodos de coleta e instrumentos de captura direcionados, sempre que possivel,
5 | ao grupo taxendmico de interesse, evitando a morte ou dano significativo a outros grupos; e empregar esforgo de coleta ou captura que ndo comprometa a viabilidade
de populagdes do grupo taxondmico de interesse em condig&o in situ.
O titular de autorizagfo ou de licenca permanente, assim como os membros de sua equipe, quando da violagéo da legislacao vigente, ou quando da inadequagio,
6 | omiss&o ou falsa descrigdo de informagdes relevantes que subsidiaram a expediggo do ato, podera, mediante decis&o motivada, ter a autorizago ou licenga

p ou revogada pelo ICMBio e o material biclégico coletado apreendido nes termos da legislagéo brasileira em vigor.
Este documento ndo dispensa o cumprimento da legislagéo que dispde sobre acesso a componente do patriménio genético existente no territorio nacional, na
7 | plataforma continental e na zona econdmica exclusiva, ou ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, para fins de pesquisa cientifica,
bioprospecgdo e desenvolvimento tecnolégico. Veja maicres informagfes em www.mma.gov.br/cgen.
Em caso de pesquisa em UNIDADE DE CONSERVAGCAO, o pesquisador titular desta autorizagéo devera contactar a administrag&o da unidade a fim de CONFIRMAR

8 AS DATAS das expedigbes, as condigbes para realizag8o das coletas e de uso da infra-estrutura da unidade.

9 As atividades contempladas nesta autorizag&o NAO abrangem espécies brasileiras constante de listas oficiais (de abrangéncia nacional, estadual ou municipal) de
espécies ameagadas de extingéo, sobreexplotadas ou ameacgadas de sobreexplotagéo.

Equipe

# Nome Fungdo CPF Doc. i Nacionalid:

1 | Carlos Alberto Schwartz colaborador 918.647.478-20 5696136 ssp sp-SP Brasileira

7 | Luzitano Brandéo Ferreira colaborador 428.872.751-00 1032200 SSP-DF Brasileira

Locais onde as atividades de campo serdo executadas

[#] Municipio [ UF [ Descrigdo do local [Tipo |
|1 | BRASILIA |DF__ [ Brasilia e cidades satélites | Fora de UC Federal |

Atividades X Taxons

Este documento (Autorizagéo para atividades com finalidade cientifica) foi expedido com base na Instrugdo Normativa n°154/2007. Através do codigo
de autenticagao abaixo, qualquer cidadao podera verificar a autenticidade ou regularidade deste documento, por meio da pagina do Sisbio/ICMBio na

Internet (www.icmbio.gov.br/sisbio).

codigo de autentcacio 27ezest NI

[ Pagina 1/3
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ANEXO F - DECLARACOES DE APROVAGCAO DA PESQUISA CIENTIFICA PELA COMISSAO DE ETICA N
UNIVESIDADE DE BRASILIA O USO ANIMAL DA

Rt
Universidade de Brasilia

Instituto de Ciéncias Biolégicas
Comité de Etica no Uso Animal

Brasilia, 28 de junho de 2010

DECLARAGAO

Declaramos que o projeto intitulado “IDENTIFICACAO DE PEPTIDEOS ANTICONVULSIVANTES E ANSIOLITICOS DOS VENENOS

DE VESPAS SOCIAIS DO CERRADO BRASILEIRO”, UnBDOC n° 45.810/2009, sob responsabilidade do Profa. Dra. Marcia Renata Mortari,

foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia.
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-
Universidade de Brasilia

; Instituto de Ciéncias Biologicas
2 7 Comissao de Etica no Uso Animal
Brasilia, 16 de dezembro de 2014. .

DECLARACAO

Declaramos que o projeto intitulado “ESTUDO DO POTENCIAL ANTIEPILEPTICO DE PEPTIDEOS ISOLADOS DA PECONHA DA
VESPA SOCIAL CHARTERGELLUS COMMUNIS (RICHARDS, 1978)”, UnBDoC n.2 144410/2014, sob responsabilidade da Professora
Marcia Renata Mortari foi avaliado e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia.

Este projeto foi aprovado para utilizagdo de Mus musculus: Z60. A presente aprovacao é valida pelo periodo de 01/01/2015
a 07/12/2018.

MsC. MV. José Lui '/Jivago de Paula Rélo
Vice Coordenador da CEUA

*Este documento se restringe a avaliagao ética do projeto supracitado e nao substitui outras licengas e permissdes que porventura se fagam necessarias.




ANEXO G — VALORES DE SIGNIFICANCIA DAS ANALISES ESTATISTICAS

REALIZADAS

Tratamentos

Ensaios de inducdo aguda de crises epilépticas

PTZ

PILO

communis 07 LCM t=1,241; p=0,2431 U=9,00; p=0,1243
DCM t=0,8765; p=0,4013  U=11,00; p=0,1079
LM t=0,1609; p=0,8753  U=20,50; p=0,6503
%PM p=1,0 p=1,0
TS p=1,0 p=0,5804
MC U=15,00; p>0,99 U=24,00; p>0,99
communis 11 LCM t=1,439; p=0,1807 t=3,440; p=0,0049
DCM U=10,50; p=0,5606 t=7,755; p<0,0001
LM U=14,00; p=0,6212 U=15,00; p=0,2088
%PM p=1,0 p=1,0
TS p=0,5581 p=0,2088
MC U=15,00; p>0,99 U=24,00; p>0,99
communis 18 LCM t=0,7274; p=0,4837  t=0,400; p=0,6961
DCM U=8,00; p=0,5667 t=0,8513; p=0,4113
LM t=0,4988; p=0,6287  U=23,00; p=0,9161
%PM p=1,0 p=1,0
TS p=1,0 p=1,0
MC U=15,00; p>0,99 U=24,00; p>0,99
communis 19 LCM t=2,274; p=0,0406 t=4,533; p=0,0005
DCM t=2,313; p=0,0378 t=5,814; p<0,0001
LM t=1,428; p=0,1768 t=0,3211; p=0,7528
%PM p=0,200 p=0,0070
TS p=0,3147 p=1,0
MC U=15,00; p=0,2088 U=8,00; p=0,007

154

OBS: Os valores de significancia foram obtidos pela comparagéo entre os grupos tratados e o grupo
LCRa. LCM: laténcia para a crise maxima. DCM: duragéo das crises maximas. LM: laténcia de morte.
%PM: percentual de protecdo contra a crise maxima. TS: taxa de sobrevivéncia. MC: mediana das
classes de crises. Os testes estatisticos utilizados para LCM, DCM e LM foram: teste t de Student,
para dados paramétricos, e o teste Mann Whitney, para os dados ndo paramétricos. Para o %PM e
TS utilizou-se o teste exato de Fisher, e para a MC o teste de Mann Whitney.
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Ensaio de inducdo aguda de
crises epilépticas pelo uso de

Communis 19 (doses) PILO

0,3 pg/animal LCM F2.19= 33,83; p<0,0001
DCM F(2.19= 15,91; p<0,0001
LM F.19= 4,143; p=0,0321
%PM p=0,4286
TS p=1,0
MC U=20,00; p=0,4286

1,5 pg/animal LCM F(2,20= 28,42; p<0,0001
DCM K=18,50; p<0,05
LM K=6,152; p=0,0461
%PM p=0,0769
TS p=0,2
MC U=16,00; p=0,0769

3,0 pg/animal LCM F.21= 29,51; p<0,0001
DCM F.21)= 42,53; p<0,0001
LM K= 3,063; p=0,2162
%PM p=0,0070
TS p=1,0
MC U=8,00; p=0,0070

6,0 pg/animal LCM F.21=32,79; p<0,0001
DCM F(2'21): 20,17; p<0,0001
LM F2.21)= 9,086; p<0,05
%PM p=1,0
TS p=0,3147
MC U=28,00; p>0,99

Ensaio de Video-EEG

communis 19 3,0 pg/animal LCEG K=1,723; p=0,4505
DCEG K=1,142; p=0,6038
QCEG K=4,548; p=0,1152
%PCEG p=0,4286

OBS: Os valores de significancia foram obtidos pela comparacdo entre os grupos tratados com o
peptideo, LCRa e DZP. LCM: laténcia para a crise maxima. DCM: duracao das crises maximas. LM:
laténcia de morte. %PM: percentual de protecdo contra a crise maxima. TS: taxa de sobrevivéncia.
MC: mediana das classes de crises. LCEG: laténcia para crises eletroencefalograficas generalizadas.
DCEG: duragdo de crises eletroencefalograficas generalizadas. QCEG: quantidade de crises
eletroencefalograficas generalizadas. %PCEG: percentual de protecdo contra crises
eletroencefalograficas generalizadas. Os testes estatisticos utilizados foram: ANOVA de uma via
seguida pelo pés-teste de Tukey, para dados paramétricos, ou o teste estatistico Kruskal-Wallis
seguido pelo pos-teste de Dunn’s, para dados ndo paramétricos.
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Ensaio de Campo Aberto

Exploracao 3,0 pg/animal F(2,18=11,80; p=0,0005
30 pg/animal F(2.15=18,08; p<0,0001

Imobilidade 3,0 pg/animal F18=12,23; p=0,0004
30 pg/animal F(2,18=18,09; p<0,0001

Autolimpeza 3,0 pg/animal F2,18=2,978; p=0,0763
30 pg/animal F.15=2,501; p=0,1101

Elevacéo 3,0 pg/animal F.18=7,147, p=0,0052
30 pg/animal F2.18=7,052; p=0,0055

Linhas cruzadas 3,0 pg/animal F217=3,743; p=0,0450
30 pg/animal K=5,200; p=0,0690

OBS: Os valores de significancia foram obtidos pela comparacdo entre os grupos tratados com o
peptideo, LCRa e DZP. O teste estatistico utilizado foi ANOVA de uma via seguida pelo pés-teste de
Tukey.

Ensaio de Rotarod

Laténcia para a queda Interacédo F(15.135=6,205; p<0,0001
Tempo F(5,135=5,152; p=0,0002
Tratamento Fion= 2,233, p=0,1072

Quantidade que falharam em DZP x LCRa p=0,010

permanecer na barra cilindrica 3,0 pg/animal x LCRa p=1,00

30 pg/animal x LCRa  p=0,5692
3,0 pg/animal x DZP p=0,0406
30 pg/animal x DZP p=0,0406

OBS: As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se os testes exato de Fisher e a anélise de
varidncia de medidas repetitivas de duas vias (Two-way ANOVA), seguida pelo pds-teste de
Bonferroni.
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ANEXO H - DADOS OBTIDOS APOS O PROCEDIMENTO DE DEGRADACAO
AUTOMATICA DE EDMAM PARA O PEPTIDEO COMMUNIS 07
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ANEXO | - DADOS OBTIDOS APOS O PROCEDIMENTO DE DEGRADACAO

AUTOMATICA DE EDMAM PARA O PEPTIDEO COMMUNIS 11
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ANEXO J — DADOS OBTIDOS APOS O PROCEDIMENTO DE DEGRADACAO
AUTOMATICA DE EDMAM PARA O PEPTIDEO COMMUNIS 15
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ANEXO K — DADOS OBTIDOS APOS O PROCEDIMENTO DE DEGRADACAO
AUTOMATICA DE EDMAM PARA O PEPTIDEO COMMUNIS 16
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ANEXO L — DADOS OBTIDOS APOS O PROCEDIMENTO DE DEGRADACAO

AUTOMATICA DE EDMAM PARA O PEPTIDEO COMMUNIS 18
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ANEXO M — DADOS OBTIDOS APOS O PROCEDIMENTO DE DEGRADACAO
AUTOMATICA DE EDMAM PARA O PEPTIDEO COMMUNIS 19
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ANEXO N — LAUDO DA ANALISE DO PEPTIDEO SINTETICO COMMUNIS 07

POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS

."SZ% AminoTech

Pesquisa e Desenvolvimento

Analise por Espectrometria de Massas

KKRPPGFTPFR-NH; (Lote 16072)

M= 13296
Model: LCMS-2020 Entrance Lens: +20,0V
RF Gain: 5000 Interface: ESI M+H = 1330,6
RF Offset: 5100 Nebulizing Gas Flow: 1,50 L/min M+ 2H= 665,8
Mainrod Bias: +5.0 V Drying Gas Flow: 15,00 L/min
Conversion Dynode: +10,0 kV Interface Bias: -3,50 kV M+3H=444,2
Detector: -1,10 kV Interface Bias: -3,50 kV
PG: 0,0e+000 Pa Interface Current: 0,0 uA M+aH=3334
1G: 0,0e+000 Pa Heat Block Temp.: 150 C

DL Temp.. 150 C

Quimico Responsavel:

y ey
Wt
(" m‘”

N° 04152822

ESTE PRODUTO NAO E DESTINADO PARA USO EM HUMANOS

Av. Das Ameixeiras, 921- sala 2 - Diadema - Sa0 Paulo - SP CEP: 09940-400. Telefone: (11) 3798-8179

www.aminotech.net.br; e-mail: vendas@aminotech.net.br
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ANEXO O — LAUDO DA ANALISE DO PEPTIDEO SINTETICO COMMUNIS 11
POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS

%i'e. AminoTech

Pesquisa e Desenvolvimento

L

Analise por Espectrometria de Massas

Model: LCMS-2020

INWKAILGKIGK-OH (Lote 16073)

M= 1340,6
Entrance Lens: +20,0 V

RF Gain: 5000 Interface: ESI M+H = 1341,6
RF Off: 100 Nebulizin Flow: 1,50
set: 5 lebulizing Gas Flow: L/min M#2H= 6713
Mainrod Bias: +5.0V Drying Gas Flow: 15,00 L/min
Conversion Dynode: +10,0 kV Interface Bias: -3,50 kV M+3H=447,9
Detector: -1,10 kV Interface Bias: -3,50 kV
PG: 0,0e+000 Pa Interface Current: 0,0 uA Mi4H=269,1
1G: 0,0e+000 Pa Heat Block Temp.: 150 C
DL Temp.: 150 C
Inter(x1,000,000) e [
40]
35
1
30]
i
25 67115 |
2,04 I
15}
10| I
osf | 728,15 ;
1 | 7128 7
oo oteas | T rena SRS 00060 youses yrras pon P70 asss  se0a0 1esasn 176829
' 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700  mz

Quimico Responsavel:
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L <

Robson Lopes de Melo
CRQ« IV Regido
N° 04152622

ESTE PRODUTO NAO E DESTINADO PARA USO EM HUMANOS

Av. Das Ameixeiras, 921- sala 2 - Diadema - $a0 Paulo - SP CEP: 09940-400. Telefone: (11) 3798-8179
www.aminotech.net.br; e-mail: vendas@aminotech.net. br
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ANEXO P — LAUDO DA ANALISE DO PEPTIDEO SINTETICO COMMUNIS 18

POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A’& AminoTech

Pesquisa e Desenvolvimento

Analise por Espectrometria de Massas

INWKAILGKIGKAAAAVL-NH: (Lote 16074)

M= 1836,27
Model: LCMS-2020 Entrance Lens: «20,0 V
RF Gain: 5000 Interface: ESI M+H = 1837,27
RF Offset: 5100 | Flow: 1
Offset: 5 Nebulizing Gas Flow: 1,50 L/min M+2H=919,1
Mainrod Bias: +5,0 V Drying Gas Flow: 15,00 L/min
Conversion Dynode: +10,0 kV Interface Bias: -3,50 kv M+3H=613,1
Detector: -1,10 kV Interface Bias: -3,50 kv
PG: 0,0e+000 Pa Interface Current: 0,0 uA Midhi= 460,1
1G: 0,0e+000 Pa Heat Block Temp.: 150 C
DL Temp.: 150 C
Intenx1,000000) - _ ~
| 612 93
35
a.ni |
:
20! |
15
‘-05 918.70
! 47020 | ‘
* [‘sasse || 7134817 |97570
0i—4108 lsesee )| 71345 | | | Topags 122435 133840 vaoves  a614n743208%35 105560
250 500 750 1000 1250 1500 1750 miz

Quimico Responsavel:
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e

N° 041

ESTE PRODUTO NAO E DESTINADCO PARA USO EM HUMANOS

Av. Das Ameixeiras, 921- sala 2 - Diadema -

S&o Paulo - SP CEP: 09940-400.

Telefone: (11) 3798-8179

www.aminotech.net.br; e-mail: vendas@aminotech.net.br
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ANEXO Q — LAUDO DA ANALISE DO PEPTIDEO SINTETICO COMMUNIS 19
POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS

é’& AminoTech

Pesquisa e Desenvolvimento

Analise por Espectrometria de Massas

IGTILGLLKSL-NH; (Lote 16075)

M= 12395
Model: LCMS-2020 Entrance Lens: +20,0 V
RF Gain: 5000 Interface: ESI M<+H = 1240,5
. ‘1
RF Offset: 5100 Nebulizing Gas Flow: 1,50 L/min M+2H= 620,8
Mainrod Bias: +5,0 V Drying Gas Flow: 15,00 L/min
Conversion Dynode: +10,0 kV Interface Bias: -3,50 kV M+3H=414,2
Detector: -1,10 kV Interface Bias: -3,50 kV
PG: 0,0e+000 Pa Interface Current: 0,0 uA M+4H=310,9
IG: 0,0e+000 Pa Heat Block Temp.: 150 C
DL Temp.: 150 C
Inter{x1,000,000) S —_— S S — .
1 620, |
001 !.70
] | |
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: !
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05, ! :
i | ‘
{ } |
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ESTE PRODUTO NAO E DESTINADO PARA USO EM HUMANOS

Av. Das Ameixeiras, 921- sala 2 - Diadema - Sdo Paulo - SP CEP: 09940-400. Telefone: (11) 3798-8179
www.aminotech.net.br; e-mail: vendas@aminotech.net.br
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Pharmacological Alternatives for the Treatment of
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Abstract: Neurodegenerative diseases are relentlessly progressive. severely impacting
affected patients, families and society as a whole. Increased life expectancy has made these
diseases more common worldwide. Unfortunately. available drugs have insufficient therapeutic
effects on many subtypes of these intractable diseases, and adverse effects hamper continued
treatment. Wasp and bee venoms and their components are potential means of managing or
reducing these effects and provide new alternatives for the control of neurodegenerative
diseases. These venoms and their components are well-known and irrefutable sources of
neuroprotectors or neuromodulators. In this respect, the present study reviews our current
understanding of the mechanisms of action and future prospects regarding the use of new
drugs derived from wasp and bee venom in the treatment of major neurodegenerative
disorders. including Alzheimer’s Disease. Parkinson’s Disease, Epilepsy. Multiple Sclerosis
and Amyotrophic Lateral Sclerosis.
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Neuroactive compounds obtained from @
arthropod venoms as new therapeutic platforms
for the treatment of neurological disorders

Victoria Monge-Fuentes, Flavia Maria Medeiros Gomes, Gabriel Avohay Alves Campos, Juliana de Castro Silva,
Andréia Mayer Biolchi, Lilian Cameiro dos Anjos, Jacqueline Coimbra Gongalves, Kamila Soares Lopes
and Mércia Renata Mortari’

Abstract

The impact of neurdogical disorders in society is growing with darming estimations for an incidence increase in
the next decades. These disorders are generally chronic and can affect individuals early during productive life,
imposing real limitations on the parformance of their social roles. Patients can have their independence, autonomy,
freedom, self-image, and self-confidence affected. In spite of their availability, drugs for the treatment of these
disorders are commonly assodated with side effeas, which can vary in frequency and severity. Currently, no effective
cure is known. Nowadays, the biopharmaceutical research community widely recognizes arthropod venoms as a rich
source of bicactive compounds, providing a plethora of possitilities for the discovery of new neurcactive compounds,
opening up novel and attradive opportunities in this fiekd. Several identified molecules with a neuropharmacological

epilepsy, Parkinson’s disease, and pathological anxiety.

profile can act in the central nervous system on different neuronal targets, rendering them useful tools for the
study of neurologial disorders. In this context, this review aims to desaibe the curent main compounds extraded
from anthropod venoms for the treatment of five major existing neurological disorders: stroke, Alzheimer’s disease,

Introduction

Important ecological advantages are conferred to a di-
verse range of animals that evolved a finely tuned venom
system adapted for predation, defense, and competitor
deterrence purposes. From the evolutionary point of
view, the prey—predator relationship applies constant
selection pressure on toxin efficacy by demanding high
specifidty and potency for their molecular targets,
primarily in the cardiovascular and nervous systems.
These features are not commonly found in other natural
or synthetic small molecules, making animal toxins ex-
tremely valuable as pharmacological toals [1, 2). Now-
adays, many major pharmaceutical companies develop
venom-based drug discovery programs or use venom-
derived moleaules for target validation. Furthermore,

* Comepondence memonan@urib ty

Laboraxry of Neumpharnacoiogy, Deparmere of Physcloged Soences,
Imstiaste of Bologod Somas, Unversty of S OF, CEP 70910-900,
By i

there are now several companies focusing on venom-
derived therapeutics [2].

A series of venom-derived peptides and proteins are
aurrently in preclinical development while some others
are undergoing dinical trials for their applications in the
treatment of cancer, chronic pain, congestive heart fail-
ure, epilepsy, myocardial infarction, stroke, and multiple
sclerosis [1-3]. Six medications obtained from venom
proteins and derivatives — namely captopril (Capoten”),
eptifibatide (Integrilin®), tirofiban (Aggrastat®), bivaliru-
din (Angiomax®), ziconitide (Prialt), and exenatide
(Byetta") — have been approved by the U.S. Food and
Drug Administration (FDA), targeting hypertension,
acute coronary syndromes, coagulation during surgery,
chronic pain, and type 2 diabetes [3]. Nevertheless,
novel technologies (i.e: proteomics approach) have be-
come key components for bioprospecting, unveiling
new molecular components in venoms that provide
blueprints to treat a wider variety of disorders, such as
neurological diseases [4].

© 115 Mange-Fuernes ez ¥ Open Access 17z atide & drbused wnder the o of e Censve Commons Aminzion
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Characterization of two peptides isolated from the venom of social wasp
Chartergellus communis (Hymenoptera: Vespidae): Influence of multiple
alanine residues and C-terminal amidation on biological effects

@ CrossMark

Kamila Soares Lopes”, Gabriel Avohay Alves Campos®, Luana Cristina Camargo®,
Adolfo Caros Barros de Souza®, Beatriz Vasconcelos Ibituruna®,

Ana Carolina Martins Magalhdes®, Lucas Ferreira da Rocha”, Alessa Bembom Garcia®,
Mosar Correa Rodrigues”, Dagon Manoel Ribeiro®, Michelle Cruz Costa”,

Manuel Humberto Mera L6 , Luciana Marangni Nolli”, Fernando Zamudlo Zumga £
Lourival Domingos Possani”, Elisabeth Ferroni Schwartz’, Marcia Renata Mortari™”
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iz of Molecular Medic e and Riog Ingieue of ol U 1y of Mexico, Marelos, Mexico

ARTICLEINFO ABSTRACT

Chatergd bus commumis is a wasp species endemic to the nemopal regm and its venom constituents have never
been described. In this study, two peptides from C venam, d imwed G s and G
AAAA, were chemically and biologically characterized. Inrespect to the chemical characerzation, the following
amino ackl sequences and molecular masses were identified:

Commumix: e-AsnTrpLys-Als-lle-Leu Gly-Lys Tle-Gly Lys-COOH (13409 Da)

Commmis-AAAA: [le-Asn Trplys-Ala-le LeuGly Lys-lle-Gly Lys-Ala- AlaAls Als-Val- Xle NH; (1836 3 Dn).

Furthermore, their hialogical effects were compared, accounting for the differences in structural character-
istics between the two peptides. To this end, three biclogical asays were perfarmed in onder to evalat #he
hvpenka& edematogenic and hemalytic effects of these molecules. Communis AAAA, unlike Commamis,

| a potent hemolytic activity with ECzo = 142.6 M. M , the highest dose of C is-AAAA

(2nmal /animal) induced hyperalgesia in mice. On the other hand, Conxmuls {(10nmal /animal) was able to
induce edema but did not present hemalytic or hyperalgesic activity. Although both peptides have similarities n
linear structures, we demanstrated the distinct biological effects of Communis and Communis-AAAA. This is the
fimt study with Charegellus comynusds venom, and both Communis and Communis-AAAA are unpublished
peptides.

Keywards:

Agesia

Edema

Hemolysts

Mulziple alanine residues

Pepade
Wasp venom

1. Introduction such as biogeni Ines and amino acids

These components have been linked directly and indirectly 1o sev-

The Insects belonging to the Hymenoptera order are included in the
families Apidae (bees), Vespidae (wasps, homets and yellow jackets)
and Formicidae (ants), and all of them are capable of producing and
injecting their using a | | apparatus [1,2].

Venoms from wasps are known 1o contaln a cocktail of diversified
compounds, which are able to cause a variety of biological manifesta-
tions in the human organism after stinging [3]. The main molecules that
were identified are proteic compounds, such as allergens, enzymes and
bicactive peptides, and other compounds with low molecular masses,

eral responses, such as fallure of Mdney and liver, myotoxicity, new-
rotoxiclty and vasoactive properties, which may cause intravascular
hemolysis, rhabdomyolysis and death [4,5].

ln retpeﬂ 1o peptides, the mastoparans are among the better char
ac pounds In this They were first described In the
wasp Vepuda lewisd and the name refers to the first target description,
mastocytes [6,7]. A remarkable feature of these molecules is their size,
since they have an average of 14 amino aclds, and the presence of re-
sidues of lysine [£]. They are able to exent many effects on biological

* Corvegponding author. Preses address Gampus Universiirio Darcy Ribeiro, Univesidade de Brasllia, Inzitun de Ciindas Biolbgicas Departamanto de Chinclas Fislol &g cas, CEP:

70910900, Braslila, Diswrito Federal, Brazil
Emadl addreses: mumortarifunh by, mamornoi@amall com QIR Mortad)

tagr//dx dolorg/10. 1016/) peptides 2017.07.012
Recefved 10 May 2017, Received in revised form 7 July 2017, Accepted 21 Ry 2017
Avatlable cnline 25 July 2017

01969781/ 1 2017 Elsevier Inc. All rights mserved.
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Peptides isolated from animal venom as a platform for new therapeutics for
the treatment of Alzheimer's disease
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywards: Abheimer's di {AD) is a progressive deg ive di that deeply affects patients, their family and
Abhemer's diexe society. Although ists have made i eﬂ'u’tmsedulgdume!ﬂAD no drug available today is able
Memary ta stop AD prog In this ds isalated from animal venom are potentially success ful drugs
Pepddes for newoprotection, since they selectively lInd © nervous system targets. In this review, we presented different
P studies using peptides solsted from animal venom for the ummn of AD. This isa growing field that will be
Newoproweion o =

Trestment very helpful in understanding and even aring = e especially AD.

1. Introduction before the first symptoms. Therefore, the improvement of the techni-

Alzheimers disease (AD) is the most common form of dementia
among adults. Leaming and memory Impalrments occur due to pro-
gressive synaptic loss, as well as neuronal death. Alols Alzheimer de-
scribed neurdtic plaques and neurofibrillary tangles in a post-mortem
patient’s brain for the first time in 1906, Since then, many studies have
demonstrated that those protein aggregations are responsible for the
neurndegeneration in AD (Goedert and Spillantinl, 2006).

According to the latest World Alzheimer Repon (2015), the world's
eldedy (over 60) population is increasing; therefore, the prevalence of
chronic diseases, especially dementia, also accompanies this increase.
Nowadays, 46.8 million (2015) people have dementia, and projections
demonstrate that this population will Increase 60% (74.7 milllon) and
181% (131.5 million) worldwide, from 2015 to 2030 and 2015-2050,
respectively. In addition, the incidence of dementia Increases through
the years pased. At 60-64 years old, the incidence is 3 per 1000
people, increasing 1o 175 per 1000 In people over 95 years old (Prince
et al,, 2015).

The dlagnosis of AD & only confirmed post-mortem, although some
modern techniques like MRI, PET scan of amyloid-f and PET-FDG can
correlate the pathognomonic aterations with AD diagnosis Three
stages are considered in AD: Pre-clinical Mild Cognitive Impairment
(MCI) and Dementia stages. (Hyman ef al, 2012).

The preclinical stage is charactertzed by the initlal presence of
neuritic plaques and neurofibrllary tangles but with a lack of clinical
signs. This stage demonstrates that AD begins its development years

* (orreponding author - Lab

a5 1

ques mentioned above Is essential for detecting this stage (Blennow
et al., 2015; Sperling etal,, 2011). A recent study was able to carrelate
neuritic plaque load with cognition Impairment in AD patients
{Donohue et al., 2017). MCI & the first stage at which initial signs can
be diagnosed, such as episodic memory lapses (Selkoe, 2003). This
stage ks very useful for the diagnosis of AD (Petersen, 2011; Petersen
et al., 2009). The last stage is dementia, in which there is a progressive
and inexorable cognition loss; also, there is non-cognitive loss, such as
emotional alterations The disease progresses with motor deficits until
the patient is completely dependent and needs constant care. According
1o medical reports, since AD Induces morbidity, Including swallowing
impatrment, welght loss and the decrease of immune functions, the
patient usually dies from respiratory dysfunction, especially bronch-
opneumonia due to infections (Brunnstrim and Englund, 2009). Also,
in comparison with other cond itions, elderly people with AD die earlier
than elderdy people without AD, so the disease causes death as well
(Alzheimer's Association, 2014).

2. Animal venom peptides

Animal venoms are considered good candidates for new drug de
velopment in neurodegenerative diseases Venom compounds were se-
lected to be very specific to thelr targets through the time course of
evolution (Monge Fuentes et al., 2015; Sllva et al, 2015). In this re-
view, we consider some peptides isolated from animal venom, which
could be potential drugs for AD (Barage and Sonawane, 2015),
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