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Resumo

Atualmente, numerosos compostos tém ganhado atencdo por seu potencial terapéutico para
doencas neuroldgicas, uma vez que o0s medicamentos atualmente disponiveis para seu
tratamento visam apenas 0 alivio sintomatico e sdo incapazes de prevenir sua progressao. O
estudo de peptideos isolados de pegonhas de animais tem mostrado grande potencial. Em
estudos anteriores, 0 peptideo isolado da vespa Polybia occidentalis (Occidentalina-1202/Occ-
1202) demonstrou um grande potencial antiepiléptico contra crises epilépticas induzidas
quimicamente. Entretanto, apesar da Occ-1202 mostrar um imenso potencial terapéutico, como
atividade anti-inflamatéria e supressdo do estresse oxidativo, seus alvos e segurancga
farmacoldgica permanecem desconhecidos, bem como a extensdo de seus possiveis efeitos
adversos. Neste contexto, este estudo teve como objetivo a investigagdo da sua seguranca e
toxicidade do peptideo, a elucidacdo de seus possiveis efeitos adversos, e a avaliacdo de seus
potenciais alvos farmacologicos. Para a avaliacdo da seguranca farmacoldgica do peptideo,
foram testadas trés doses diferentes (4 mg/kg, 20 mg/kg, 40 mg/kg) de Occ-1202 em protocolo
de administracdo de dose Unica e protocolo de administracdo de doses repetidas em
camundongos Swiss (Mus musculus) - machos e fémeas. O teste comportamental de Campo
aberto foi realizado ao longo do periodo de observacdo, ap6s o qual 0s animais tiveram seus
orgdos (cérebro, coracdo, pulméo, figado e rim) coletados para analise histopatoldgica. Para
avaliacdo de seus possiveis alvos farmacolégicos foram realizados ensaios de competicéo e de
captacdo com radioligantes *H-GABA e *H-Glutamato, a fim de se avaliar a atuagdo do
peptideo na neurotransmissdo gabaérgica e glutamatérgica, respectivamente. Os resultados
obtidos apontaram para a seguranca do peptideo Occ-1202. Os animais ndo apresentaram
alteracdes fisioldgicas e comportamentais e histopatoldgicas na dose terapéutica (4 mg/kg) e
nas maiores doses do peptideo (20 e 40 mg/kg). Nas avaliagdes morfoldgicas macroscopicas,
as doses mais altas do peptideo apresentaram alteracdes hepéticas que ndo foram detectadas em
analise histopatoldgica posterior. Ainda, nos ensaios de competicao foi possivel constatar uma
potente competicao entre o peptideo Occidentalina-1202 e o neurotransmissor glutamato. Estes
resultados sugerem que o peptideo é uma alternativa segura no tratamento de epilepsia
refrataria, embora seu alvo farmacologico permaneca desconhecido. Ademais, peptideos
neuroativos tém ganhado grande relevancia como potenciais novos tratamentos de doencas
neurodegenerativas, portanto, o estudo sobre sua seguranca e toxicidade, e mecanismos de acao
apresenta uma poderosa ferramenta tanto no estudo de doencas neurodegenerativas, quanto no
desenvolvimento de novas terapias mais eficazes.

Palavras-Chave: Epilepsia Refratéaria; Occidentalina-1202; Occ-1202; Peptideo; Vespas
sociais; Polybia occidentalis; Neurofarmacologia; Doencas neurodegenerativas.



Abstract

Currently, numerous compounds have gained attention for their therapeutic potential in
neurological diseases, as the medications currently available for their treatment aim only at
symptomatic relief and are incapable of preventing their progression. The study of isolated
peptides from animal venoms has shown significant potential. In previous studies, the isolated
peptide from the wasp Polybia occidentalis (Occidentalina-1202/Occ-1202) demonstrated great
antiepileptic potential against chemically induced epileptic seizures. However, despite Occ-
1202 showing immense therapeutic potential, such as anti-inflammatory activity and
suppression of oxidative stress, its targets and pharmacological safety remain unknown, as well
as the extent of its possible adverse effects. In this context, this study aimed to investigate the
safety and toxicity of the peptide, elucidate its potential adverse effects, and evaluate its
potential pharmacological targets. For the assessment of the pharmacological safety of the
peptide, three different doses (4 mg/kg, 20 mg/kg, 40 mg/kg) of Occ-1202 were tested in a
single-dose administration protocol and repeated-dose administration protocol in male and
female Swiss mice (Mus musculus). The Open Field behavioral test was conducted throughout
the observation period, after which the animals had their organs (brain, heart, lungs, liver, and
kidneys) collected for histopathological analysis. To evaluate its potential pharmacological
targets, competition and uptake assays were performed with radioligands 3H-GABA and 3H-
Glutamate, respectively, to assess the peptide's action on GABAergic and glutamatergic
neurotransmission, respectively. The results obtained pointed to the safety of the Occ-1202
peptide. Animals showed no physiological, behavioral, or histopathological changes at the
therapeutic dose (4 mg/kg) and at higher doses of the peptide (20 and 40 mg/kg). In macroscopic
morphological evaluations, the higher doses of the peptide exhibited hepatic changes that were
not detected in subsequent histopathological analysis. Additionally, in competition assays,
potent competition between the Occidentalina-1202 peptide and the neurotransmitter glutamate
was observed. These results suggest that the peptide is a safe alternative in the treatment of
refractory epilepsy, although its pharmacological target remains unknown. Furthermore,
neuroactive peptides have gained significant relevance as potential new treatments for
neurodegenerative diseases. Therefore, studying their safety and toxicity, as well as their
mechanisms of action, presents a powerful tool in both the study of neurodegenerative diseases
and the development of more effective therapies.

Keywords: Refractory Epilepsy; Occidentalina-1202; Occ-1202; Peptide; Social Wasps;
Polybia occidentalis; Neuropharmacology; Neurodegenerative Diseases.
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e Occ-1202 40 mg/kg; n=3 para Occ-1202 4 mg/kg e Occ-1202 20 mg/kg. (B) n=3 para todos
0s grupos, exceto veiculo (n=2).

Figura 41. Avaliagdo dos niveis de Uréia no PADR (A) Machos e (B) Fémeas. Anélise
estatistica ANOVA de uma via. Nao houve diferengas significativas (p>0.05). (A) n=4 para
Veiculo, DZP e Occ-1202 40 mg/kg; n=3 para Occ-1202 4 mg/kg e Occ-1202 20 mg/kg. (B)
n=3 para todos os grupos, exceto veiculo (n=2).

Figura 42. Avaliacao dos niveis de Creatinina no PADR (A) Machos e (B) Fémeas. Analise
estatistica ANOVA de uma via. Nao houve diferengas significativas (p>0.05). (A) n=4 para
Veiculo, DZP e Occ-1202 40 mg/kg; n=3 para Occ-1202 4 mg/kg e Occ-1202 20 mg/kg. (B)
n=3 para todos os grupos, exceto veiculo (n=2).

Figura 43. Imagens representativas das alteragdes observadas nos figados extraidos dos
animais que receberam dose intermediaria (20 mg/kg) e dose mais alta (40 mg/kg) do peptideo
Occ-1202 no PADR. A e B: Fémeas Occ-1202 20 mg/kg (n=3). C e D: Machos Occ-1202 20
mg/kg (n=2). E e F: Fémeas Occ-1202 40 mg/kg (n=3). G e H: Machos Occ-1202 40 mg/kg
(n=4).

Figura 44. Imagens das secgdes coronais (50um) da formagao hipocampal (aumento de 10x)
no PADU, mostrando a organizacao das camadas celulares, submetidas a técnica de coloragao
de H.E. A-E: machos. F-J: fémeas. A e F: veiculo. B e G: DZP. C e H: Occ-1202 4 mg/kg. D e



I: Occ-1202 20 mg/kg. E e J: Occ-1202 40 mg/kg. Nao foram observadas alteragdes. n=6 para
todos 0s grupos.

Figura 45. Imagens das sec¢des coronais (50um) da formagao hipocampal de camundongos
(aumento de 10x) no PADR, mostrando a organiza¢do das camadas celulares, submetidas a
técnica de colorac¢ao de H.E. A-E: machos. F-J: fémeas. A ¢ F: veiculo. B ¢ G: DZP. C e H: Occ-
1202 4 mg/kg. D e I: Occ-1202 20 mg/kg. E e J: Occ-1202 40 mg/kg. Nao foram observadas
alteragdes. N=8 para todos 0s grupos.

Figura 46. Imagens das sec¢des dos figados (50 um) no PADU (aumento de 10x), submetidas
a coloragdo H.E. A-E: machos. F-J: fémeas. A ¢ F: veiculo. B e G: DZP. C e H: Occ-1202 4
mg/kg. D e I: Occ-1202 20 mg/kg. E e J: Occ-1202 40 mg/kg. Nao foram observadas alteragdes
nas laminas. N=8 para todos 0s grupos.

Figura 47. Imagens das sec¢des dos figados (50 um) no PADR (aumento de 10x), submetidas
a coloragdo H.E. A-E: machos. F-J: fémeas. A ¢ F: veiculo. B e G: DZP. C e H: Occ-1202 4
mg/kg. D e I: Occ-1202 20 mg/kg. E e J: Occ-1202 40 mg/kg. Nao foram observadas alteragdes
nas laminas. N=8 para todos 0s grupos. n=8 para todos 0s grupos.

Figura 48. Imagens das sec¢des dos pulmdes (50 um) no PADU (aumento de 10x), submetidas
a coloragdo H.E. A-E: machos. F-J: fémeas. A ¢ F: veiculo. B ¢ G: DZP. C e H: Occ-1202 4
mg/kg. D e I: Occ-1202 20 mg/kg. E e J: Occ-1202 40 mg/kg. Nao foram observadas alteragdes
nas laminas. N=8 para todos 0s grupos.

Figura 49. Imagens das sec¢des dos pulmdes (50 pum) no PADR (aumento de 10x), submetidas
a coloracao H.E. A-E: machos. F-J: fémeas. A ¢ F: veiculo. B ¢ G: DZP. C e H: Occ-1202 4
mg/kg. D e I: Occ-1202 20 mg/kg. E e J: Occ-1202 40 mg/kg. Nao foram observadas alteragdes
nas laminas. N=8 para todos 0s grupos.

Figura 50. Imagens das secc¢des dos rins (50 um) no PADU (aumento de 10x), submetidas a
coloragao H.E. A-E: machos. F-J: fémeas. A e F: veiculo. B e G: DZP. C ¢ H: Occ-1202 4
mg/kg. D e l: Occ-1202 20 mg/kg. E e J: Occ-1202 40 mg/kg. Nao foram observadas alteragdes
nas laminas. N=8 para todos 0s grupos.

Figura 51. Imagens das sec¢des dos rins (50 pm) no PADR (aumento de 10x), submetidas a
coloracao H.E. A-E: machos. F-J: fémeas. A e F: veiculo. B e G: DZP. C ¢ H: Occ-1202 4
mg/kg. D e I: Occ-1202 20 mg/kg. E e J: Occ-1202 40 mg/kg. Nao foram observadas alteragdes
nas laminas. N=8 para todos 0s grupos.

Figura 52. Ensaio de competi¢ao entre o peptideo Occidentalina-1202 e o neurotransmissor
GABA marcado com tricio. Os resultados indicam auséncia de a¢do do peptideo no modelo.
Dados representando média + erro padrao da média de trés ensaios independentes.

Figura 53. Ensaio de competi¢do entre o peptideo Occidentalina-1202 e o neurotransmissor
glutamato marcado com tricio. Os resultados indicam que hd competicao entre o peptideo e o



neurotransmissor glutamato no modelo. Dados representando média + erro padrao da média de
dois ensaios independentes.

Figura 54. Sitio de ligacdo no receptor Cainato (GIuR6). (A) Cainato no sitio de ligacdo (seta
indica a posicéo). (B) Occidentalina-1202 blogueando a entrada do receptor. (C) Occidentalina-
1202 com a superficie destacada, indicando o blogueio total do sitio de ligacdo. (D)
Occidentalina-1202 (amarelo) ndo ocupa 0 mesmo sitio de ligacdo do que o Cainato (seta indica
a posicao) no receptor GIuR6. Imagem retirada de Mortari et. al., 2023.
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1. Introducéo

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

Atualmente, diversos Farmacos Antiepilépticos (FAES) sdo utilizados no tratamento da
Epilepsia. No entanto, estes FAEs comumente apresentam uma grande quantidade de efeitos
adversos, que muitas vezes se sobrepdem aos beneficios do tratamento. Além disso, cerca de
um terco dos pacientes com epilepsia apresentam resisténcia a terapia com os FAEs disponiveis
(Loscher et al., 2013). Tendo em vista estas limitacdes e o grande impacto na qualidade de vida
dos pacientes, torna-se necessario que novas alternativas farmacol6gicas, com menos efeitos

adversos associados, sejam desenvolvidas.

Peconhas de animais, em especial de artrépodes, tém se destacado na busca de novos
farmacos para doencas neuroldgicas, dentre elas a Epilepsia. Estas pegonhas possuem
compostos neuroativos que apresentam grande potencial no desenvolvimento de novas terapias
para estas doencas (Silva et al., 2015). A peconha da vespa social Polybia occidentalis vem
sido estudada desde 2005, quando Mortari e colaboradores isolaram seus componentes e
identificaram o peptideo Occidentalina-1202 (Occ-1202). Apds ser testado em ensaios de
inducdo aguda de crises e em modelo crénico de Epilepsia do Lobo Temporal (ELT), o peptideo
foi capaz de apresentar protecdo significativa contra as crises maximas induzidas (Mortari et
al., 2023).

Desta forma, a Occidentalina-1202 apresentou-se eficaz como antiepiléptico em estudos
anteriores, ndo exibindo efeitos toxicos tanto em modelos agudos quanto em modelos cronicos
de administracdo por via parental (Mortari et al., 2023). Contudo, sendo a toxicidade, seguranca
farmacoldgica e mecanismo de acdo do peptideo desconhecidos, a elucidacao destes parametros

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

1.2. A Epilepsia

A epilepsia é uma doenca crénica do cérebro que afeta cerca de 50 milhdes de pessoas
globalmente, principalmente durante a infancia ou a terceira idade. E estimado que 5 milhdes
de pessoas sejam diagnosticadas com epilepsia anualmente. Nos paises desenvolvidos, cerca de

49 em 100.000 pessoas recebem o diagnostico a cada ano, sendo esse nimero ainda maior em
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paises em desenvolvimento (cerca de 139 por 100.000 pessoas), embora cerca de 80% dos
pacientes residam em paises de renda média a baixa (OMS, 2023).

A epilepsia ndo é uma doenca unica, mas sim um conjunto de condi¢gdes que apresentam
patologias e etiologias diversas. Sua principal caracteristica € a ocorréncia transitoria de sinais
e/ou sintomas devido a atividade neuronal anormal, excessiva ou sincrona do cérebro (Fisher
et al., 2005). Estas crises epilépticas sdo, em grande parte, provocadas em pelo desequilibrio
entre a neurotransmissao excitatoria e inibitdria, mediadas pelos neurotransmissores Glutamato
e acido gama-aminoburirico (GABA), respectivamente (Kwan and Sander, 2004). Este
desbalan¢o quimico culmina em um comprometimento da atividade cerebral, ocorrendo entéo

as crises epilépticas.

No que diz respeito a sintomatologia da doenca e aos padrdes observados na
eletroencefalografia (EEG), as crises podem ser categorizadas como focais (quando apenas um
hemisfério cerebral é afetado), generalizadas (quando ambos os hemisférios séo afetados) ou,
ainda, de origem desconhecida (quando ndo € possivel identificar um ponto focal ou
generalizado (Scheffer et al., 2017). Ademais, baseando-se em dados de semiologia, EEG,
historico familiar e resposta aos tratamentos, a epilepsia também pode ser classificada em trés
grupos principais: epilepsias genéticas generalizadas (na qual sua origem se da devido a fatores
genéticos), sintomatica (de origem infecciosa, metabdlica ou imune conhecidas) ou
criptogénica (presumivelmente sintomatica, mas com uma anormalidade subjacente ndo
identificada) (Scheffer et al., 2017).

Segundo a Liga Internacional Contra a Epilepsia (ILAE), o diagndstico de epilepsia
acontece quando: ha ocorréncia de pelo menos duas crises ndo provocadas em um intervalo
superior a 24 horas; ha ocorréncia de uma crise ndo provocada com uma probabilidade maior
gue 60% de apresentar novas crises nos proximos 10 anos devido a fatores de risco (como
trauma, infeccdo, lesdes estruturais, acidente vascular cerebral, entre outros); e/ou diagndstico
de sindrome epiléptica (Fisher et al., 2014a). Apos o diagndstico clinico, a maioria dos pacientes
é encaminhada para o tratamento com farmacos antiepilépticos (FAES), no entanto, mesmo com
a terapia farmacoldgica, cerca de um terco dos pacientes seguem presentando crises epilépticas
ndo controladas (Kwan and Brodie, 2010, 2006). A esses pacientes, dispde-se o diagnostico de
Epilepsia Refrataria (ER) (ou resistente a medicamentos) (Faught et al., 2008). Ainda, 0s
critérios para o diagndstico de refratariedade levam em consideracdo: o nimero de FAES

previamente utilizados, a frequéncia minima de convuls6es ou o periodo minimo de remissao,
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e a duracdo dos ataques (podendo variar de um ano a uma década de crises epilépticas nao

controladas) (Beleza, 2009).

Tendo em vista a dificuldade no diagnostico e identificacdo de perfil refratario nos
pacientes, a ILAE estabeleceu uma estrutura geral para auxilio no diagnostico clinico,
compreendendo uma tabela com dois niveis hierdrquicos (Figura 1). O nivel 1 classifica o
resultado de cada intervencdo terapéutica (farmacoldgica ou ndo) como "auséncia de crises” ou
"falha no tratamento™ (Kwan et al., 2010). H& também a classificacdo "ndo informativa”, que
abrange o tratamento inadequado com FAEs devido a baixa tolerabilidade do paciente ou a
ocorréncia de efeitos adversos intoleraveis (Kwan et al., 2010). O Nivel 2 define a ER como
uma falha no controle das crises epilépticas apds a tentativa de uso de pelo menos dois FAES
escolhido em conformidade com o perfil das crises e utilizado em doses adequadas (Seja como

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

Brodie, 2010).

Categorizac¢ao da Intervengao Terapéutica para Epilepsia

1. Fim das 2. Falha no 3.
Crises Tratamento Indeterminado

)
]
-]
i
<]
IS
=
=]
[&]

: > . : = c. : . c.
B. Nao

Adversos

Figura 1. Categorizacdo da Intervencdo Terapéutica para Epilepsia. Fim das Crises (1) é definida como
auséncia de crises por um periodo minimo de trés vezes o intervalo entre crises, pré-intervencdo, mais longo ou
12 meses, o que for mais longo; Falha no Tratamento (2) é definida como recorréncia da crise(s) apés a aplicacéo
adequada da intervencdo; e indeterminado (3) é definido quando o tratamento ndo foi aplicado de forma adequada

ou quando faltam informac@es para realizar a avaliacdo. Adaptado de Kwan et al. (2010).
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Nesse contexto, essa definicdo busca servir como um guia no diagnostico clinico e
direcionamento da terapia mais adequada ao paciente, tendo em vista os impactos devastadores
que a ER tem sobre aqueles acometidos com a doenca. Dentre os principais impactos associados
com a ER, destacam-se: 0s danos corporais, hospitalizacbes frequentes e expectativa de vida
reduzida como resultado dos riscos associados a crises ndo controladas (French, 2007).
Ademais, pacientes afetados pela ER podem apresentar comprometimentos neuropsicoldgicos,
psiquiatricos e sociais relacionados nao apenas a doenca, mas também aos pronunciados efeitos
adversos que acompanham a terapia com FAES, prejudicando consideravelmente sua qualidade
de vida (Gao et al., 2015; Laxer et al., 2014).

1.3. Mecanismos de Refratariedade

Bem como ocorre na fisiopatologia da epilepsia, 0s mecanismos pelos quais a farmaco-
resisténcia se estabelece sdo diversos e podem se manifestar clinicamente de diferentes formas.
Os meios mais comuns pelos quais a refratariedade se apresenta incluem a (1) refratariedade de
novo (na qual o paciente ndo entra em remissdo); (2) refratariedade progressiva (na qual o
paciente fica livre de crises epilépticas inicialmente, mas as crises retornam e se tornam
recorrentes e incontrolaveis ao longo do tempo); (3) refratariedade de aumento e diminuicdo
(na qual a epilepsia alterna entre controlavel e ndo-controlavel) e (4) quando a epilepsia é
inicialmente resistente a medicamentos, mas comeca a responder ao tratamento com FAES ao
longo do tempo (Schmidt and Ldscher, 2005). No entanto, 0s mecanismos biolégicos pelos
quais ocorre a farmaco-resisténcia ainda ndo séo totalmente compreendidos, apesar de se saber
que sdo multifatoriais. Portanto, algumas hipéteses foram formuladas a fim de responder tais
questBes, sendo as duas hipoteses mais estudadas: a hipétese do alvo (farmacodindmica) e a
hipotese do transportador (farmacocinética) (Kwan and Brodie, 2006).

Segundo a hipétese do alvo, a reducdo da sensibilidade - e consequente eficacia do
tratamento — se d& em decorréncia de alteracfes nos alvos farmacolégicos de ligacdo dos FAEs
(Kwan and Brodie, 2006). Remy e colaboradores demonstraram que pacientes com epilepsia
do lobo temporal (ELT) resistente a carbamazepina haviam perdido o bloqueio dos canais para
sodio voltagem-dependentes (realizado pela carbamazepina) nas células granulares denteadas
em comparagdo com pacientes responsivos a este mesmo farmaco (Remy et al., 2003).
Ademais, em pacientes com TLE resistente, também foram observadas altera¢fes na expressao
dos receptores GABAa (Loup et al., 2000), embora nédo esteja estabelecido se a reducéo na

expressao esta relacionada a reducdo na sensibilidade dos FAEs que atuam nesse alvo (Kwan
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and Brodie, 2006). Nesse contexto, a falta de elucidacao a respeito do mecanismo de agéo da
maioria dos FAEs € a principal lacuna relacionada a hipétese farmacodindmica. Além disso, o
fato de a ER ser resistente a multiplos FAES - com mecanismos de acao distintos - sugere a
existéncia de um possivel mecanismo bioldgico intrinseco responsavel pela farmaco-resisténcia
(Kwan and Brodie, 2006).

De acordo com a hipotese do transportador (farmacocinética), hd uma expressao exacerbada
de transportadores de efluxo no endotélio capilar encefalico que constitui a barreira
hematoencefalica (BHE) (especialmente de glicoproteina P) (Schinkel, 1997). Estes
transportadores sdo responsaveis pela saida de diferentes compostos e moléculas pela BHE,
culminando assim na diminui¢do da biodisponibilidade dos FAEs administrados e, portanto,
reduzindo sua eficacia (Kwan and Brodie, 2005; Loscher and Potschka, 2002). Descobertas
anteriores endossam esta hipotese. Foi observado, em tecidos cerebrais obtidos de pacientes
com epilepsia farmaco-resistente, que ha de fato um aumento na regulacao da expressdo desses
transportadores. Ademais, estudos anteriores realizados em modelos animais, sugerem que 0s
FAEs mais comumente usados sdo transportados por essas mesmas proteinas (Kwan and
Brodie, 2005).

Além da hip6tese do alvo e da hip6tese do transportador, hd também uma hipdtese
alternativa que busca explicar a refratariedade. Esta hipétese, proposta por Rogawski e Johnson
(2008), refere-se a gravidade intrinseca da doenca e propBe que existem diferentes fatores
neurobioldgicos associados a gravidade da epilepsia (Picot et al., 2008). Tais fatores refletiriam
na frequéncia de crises desde o inicio do desenvolvimento da doenca e poderiam levar a
farmaco-resisténcia ao longo do tempo (Wong et al., 2005). Além disso, para uma melhor
compreensdo da epilepsia refrataria e dos mecanismos responsaveis pela farmaco-resisténcia,
bem como um tratamento mais orientado, esta hipOtese aponta para a necessidade de se
identificar biomarcadores que determinem as formas mais graves da doenca. Por fim, a hipotese
se endossa na falta de evidéncias que sugerem gue 0s mecanismos de refratariedade estariam
dissociados do desenvolvimento da propria condicdo epiléptica (Beleza, 2009; Wong et al.,
2005).

Dentre os varios tipos de epilepsia refrataria, alguns se destacam, como a ELT — sendo essa
0 tipo de epilepsia focal mais comum entre adultos — (van Vliet et al., 2014), a Sindrome de
West, a Sindrome de Lennox-Gastaut (SLG) e a Sindrome de Dravet (SD), um tipo raro e grave

de epilepsia, causada por uma variante patogénica (em mais de 80% dos pacientes) no gene
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SCN1A (Cardenal-Mufioz et al., 2022). Portanto, é necessario que haja mais estudos para
elucidacdo dos mecanismos de refratariedade nestas condi¢des, bem como esforgos para o

desenvolvimento de tratamentos eficazes.

1.4. Tratamentos da Epilepsia Refrataria

As terapias classicas para a ER tém como principal objetivo o controle das crises epilépticas,
que é alcancado em poucos casos devido a complexidade dos fatores envolvidos no tratamento
(Kwan, 2000). O tratamento da ER pode ser dividido quatro categorias: farmacoterapia,
tratamentos alternativos (dietas), neuroestimulacdo e neurocirurgia (Asadi-Pooya and Rostami,
2017).

Em alguns casos, a cirurgia é considerada a melhor opcdo de tratamento. A cirurgia em
pacientes com ER tem como objetivo a remocao de zonas epileptogénicas focais, sem promover
disfuncdo neuroldgica grave e irreversivel (Rosenow and Liders, 2001). Técnicas de imagem
como ressonancia magnética sdo empregadas para reconhecimento das regides lesadas e das
zonas epileptogénicas, tornando o procedimento cirargico possivel quando focos epilépticos
delimitados sdo bem identificados (Simasathien et al., 2013).

Os pacientes que se enquadram no procedimento cirdrgico podem alcancar cerca de 60-
80% de supressdo das crises quando encaminhados rapidamente para cirurgia ao invés de
prosseguir com tratamento com FAEs (Fattorusso et al., 2021). Ainda, o tratamento cirdrgico
pode ser mais econdmico (aproximadamente US$ 100.000) para pacientes com ELT, sendo

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

Alguns pacientes ndo se encaixam no perfil para se beneficiar do tratamento cirargico, em
especial quando o foco das lesGes ndo pode ser identificado. Outros ndo podem ter essas areas
removidas devido a importancia funcional do local em questdo (Fattorusso et al., 2021). Nesses
casos, outra alternativa de tratamento é implementada, como FAEs ou neuroestimulacéo
(Fattorusso et al., 2021).

A neuroestimulacdo pode ser categorizada em dois grupos principais: (1) Métodos
invasivos, que requerem um procedimento de implantacéo cirdrgica para instalar o dispositivo
de estimulacdo, como estimulacdo do nervo vago (ENV), estimulacdo profunda do cérebro
(DPC) e neuroestimulacéo responsiva (RNS); (2) Métodos ndo invasivos, nos quais ndo é

necessario realizar cirurgia para implantar os dispositivos, como estimulacdo magnética
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transcraniana (EMT), estimulagéo do nervo trigémeo (ENT) e a estimulacdo do nervo vago
transcutanea (tVNS) (Boon et al., 2018; Dalkilic, 2017). Além disso, dois sistemas diferentes
podem ser usados nos dispositivos de estimulacdo: “loop aberto™ com estimulacao continua ou
"loop fechado™, quando o dispositivo detecta atividade epileptiforme e fornece estimulo na

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

Dentre as terapias para ER, o tratamento com FAEs € o mais utilizado. O mecanismo de
acao dos FAEs visa a atenuacdo da neurotransmissdo excitatéria por meio do bloqueio canais
para sédio ou para célcio voltagem-dependentes, e de vias glutamatérgicas; ou, ainda, o
aumento da inibicdo por meio da modulacdo da acdo GABAérgica. Embora os FAESs atuais
sejam capazes de prolongar o intervalo entre as crises, diminuindo sua frequéncia diaria, ou
mesmo estendendo-o durante anos, o tratamento farmacoldgico continua sendo insuficiente no
controle das crises em uma grande parcela de pacientes (Dalic and Cook, 2016; Hu et al., 2018;
Simonato et al., 2012).

Apesar da disponibilidade e desenvolvimento continuo de novos FAESs, estas terapias
fornecem apenas alivio sintomatico, ndo sendo capazes de impedir a progressao da doenca, ou
de promover neuro-regeneracdo ao dano causado pelas crises. Além disso, o tratamento com
FAEs esta comumente associado a efeitos adversos variados, muitas vezes severos e
recorrentes, impactando negativamente na qualidade de vida dos pacientes (Hauser et al., 2018;
Macleod and Appleton, 2007).

Nesse cenério, € de suma importancia que novas possibilidades terapéuticas sejam
exploradas. Atualmente, trés abordagens distintas sdo adotadas no desenvolvimento FAEs: (1)
ajustes quimicos ou estruturais em farmacos ja existentes, com o objetivo de ampliar sua
eficadcia ou minimizar seus efeitos adversos; (2) identificacdo de novas substancias com
potencial antiepiléptico por meio de testes experimentais in vivo e in vitro; (3) utilizacdo de
compostos que atuam em processos subjacentes as crises epilépticas, exercendo efeitos

seletivos na inibi¢do da excitagdo ou no aumento da transmissao inibitoria (Luszczki, 2009).

Os FAEs sao temporalmente divididos em trés geracGes. A primeira geragdo surgiu apds o
brometo de potassio, sendo o préximo farmaco, fenobarbital, disponibilizado em 1912. Este
FAE, anteriormente utilizado como sedativo, se mostrou menos toxico que o brometo de
potassio no tratamento de epilepsia, contudo, 0 composto apresenta varios efeitos adversos,

como: depressao, hiperatividade e complicacdes respiratdrias. O fenobarbital atua aumentando
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a inibicdo sinptica mediada pelo GABA por meio da ligacdo em receptores do tipo GABA-A,
prolongando assim seu tempo de abertura. Ainda hoje, este composto segue sendo um dos FAES

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

A primeira geracdo de FAEs abrange também outros medicamentos que foram
desenvolvidos até a década de 1970, como a primidona, fenitoina, etosuximida (ESM) e &cido
valproico (VPA), os quais atuam por meio de mecanismos diversos, incluindo: a inibigéo de
canais para sodio voltagem-dependente, o0 antagonismo de receptores para Glutamato do tipo
NMDA (N-metil D-Aspartato) e o reforco da transmissao mediada por GABA (LaPenna and
Tormoehlen, 2017).

A segunda geracdo de FAEs abrange os benzodiazepinicos, a carbamazepina (CBZ),
felbamato, gabapentina, entre outros. Apesar de mais novos em compara¢ao com a primeira
geracdo, estes FAEs continuam associados a uma ampla gama de efeitos adversos, como
comprometimento motor. A terceira geracdao dos FAES teve inicio em 2008 com a aprovacao
da lacosamida. Dentre seus representantes, estdo: vigabatrina (VBG), clobazam, rufinamida,
acetato de eslicarbazepina, brivaracetam (Abou-Khalil, 2016; LaPenna and Tormoehlen, 2017).
Vale ressaltar que, embora se mostrem mais toleraveis do que as geracdes anteriores, as novas
geracOes de FAEs ndo estdo isentas de apresentarem efeitos adversos (French and Gazzola,
2011).

Tabela 1 - Relacdo dos principais farmacos antiepilépticos utilizados no tratamento da

Epilepsia, mecanismos de acdo e efeitos adversos mais comuns.

Geragéo Farmaco Mecanismo de Agdo Efeitos Adversos Comuns
Potencializacdo da Sedacdo, depresséo,
Fenobarbital neurotransmissao hiperatividade e complicacbes
GABAérgica. respiratorias.
1a Ataxia, vertigem, anorexia,

sonoléncia, excitagdo, nauseas
ou vomitos, fadiga, impoténcia,
tonturas, alteracdes do humor,
diplopia, nistagmo e erupgdes
cutaneas.

Desconhecido, sabe-se que
Primidona diminui a excitabilidade
neuronal.
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Aumento do periodo Nistagmo, vertigem, prurido,
Fenitoina refratario de canais para parestesia, cefaleia, sonoléncia e
Na* voltagem-dependentes. ataxia

Anorexia, ataxia, tontura,
sonoléncia, cefaleia, soluco e
distdrbios gastrointestinais (dor
abdominal, diarreia, dor
epigastrica, hipertrofia gengival,
nausea, vomitos, perda de peso)

Etossuximida Inibicdo de influxo de Ca*

Aumento da
neurotransmissao
GABAEérgica pela ativacdo  Sonoléncia, tontura, dor de

< . da enzima glutamica cabeca, queda de cabelo, ganho

Acido Valprdico . P ) ~
descarboxilase, inibicdo de de peso, nauseas e alteracGes das
enzimas que degradam enzimas hepéticas

GABA, modulacédo de
canais de Ca**

Estabilizacdo da
membrana, inibicdo da
descarga neuronal
Carbamazepina  repetitiva e reducdo da
propagacao sinaptica de
impulsos excitatorios,
blogueio de canais de Na*

Edema, retencdo de liquido,
aumento de peso, hiponatremia e
reducdo de osmolaridade do
sangue

Anemia aplastica, insuficiéncia
hepatica, anorexia, nauseas e
vOmitos, sonoléncia, cefaléias e
irritabilidade

Bloqueio de receptores
Felbamato glutamatérgicos do tipo
NMDA

Sonoléncia, tonturas, ataxia,
edema, angiodema, anafilaxia e
infecgéo

Blogueio de Canais para

Gabapentina Ca?* voltagem-dependente

Aumento da inativacao
Lacosamida lenta de canais para Na*
voltagem-dependentes

Tontura, dor de cabeca, diplopia,
néusea e vomitos

Sonoléncia, tontura, fadiga, dor
de cabega, vOmitos, nausea,
tremores, diminuicdo do apetite,
constipacédo

Prolongamento da
Rufinamida inativacdo de canais para
Na* voltagem-dependentes
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Fonte: LaPenna & Tormoehlen, 2017; Abou-Khalil, 2016;

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

Quando um paciente € diagnosticado com epilepsia, a intervencdo € normalmente realizada
com monoterapia de longo prazo com FAEs classicos, como carbamazepina, etossuximida,
fenobarbital, fenitoina e acido valproico (Golyala and Kwan, 2017). No entanto, a partir do
momento em que a farmaco-resisténcia é identificada, uma politerapia personalizada é
introduzida. A politerapia combina medicamentos de acordo com o perfil individual do
paciente, levando-se em consideracao sua idade, género, habitos, caracteristicas das crises e


https://www.lecturio.com/pt/concepts/farmacos-anticonvulsionantes-de-segunda-geracao/
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perfil do medicamento (Kwan, 2000). Entretanto, dados clinicos que comprovem a eficécia da
politerapia com FAEs para a ER sdo escassos, tendo em vista a grande possibilidade de
combinagbes de FAEs disponiveis, bem como de doses de tratamento (Patrick Kwan, M.D.,
Ph.D., Steven C. Schachter, M.D., and Martin J. Brodie, 2011). Ademais, ainda que haja estudos
e dados acessiveis, a reprodutibilidade de tais circunstancias é extremamente dificil, uma vez

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

A politerapia tém ganhado destaque devido ao aumento na aprovacgédo de novos FAES mais
modernos com novos mecanismos de acdo e toxicidades mais baixas (Kwan, 2000). Desde 0s
anos 2000, entre as combinagdes mais comuns que resultam em efeito sinérgico benéfico para
o tratamento da ER estdo o &cido valproico, a etossuximida, a lamotrigina, a vigabatrina e o
topiramato. Ainda, estudos sugerem que a combinacdo mais eficiente e sinérgica seja de VPA
e lamotrigina (LTG), apesar desta combinacdo estar comumente associada a alta toxicidade
(Cuadrado et al., 2002; Poolos et al., 2017, 2012). Isso porque o VPA atua como um inibidor
do metabolismo da de LTG, inibindo sua glucuronidagdo e aumentando sua concentracao sérica
(Koristkova et al., 2019; Pisani et al., 1999). Além disso, a associacdo entre diferentes
mecanismos de acdo € uma estratégia poderosa comumente utilizada no tratamento de ER. O
LTG atua inibindo a liberacdo de glutamato por meio do bloqueio dos canais para sodio,
enquanto o VPA, além de bloquear canais para sédio, modula a disponibilidade de GABA,
aumentando os niveis pré-sinapticos deste neurotransmissor e, desta forma, a ativacdo pés-

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

E valido mencionar que a combinagio entre dois farmacos que possuem O mesmo
mecanismo de acdo, como CBZ e LTG, em que ambos sdo bloqueadores de canal para sédio,
possui o efeito contréario ao uso de dois farmacos com mecanismos diferentes e sinérgicos. Isto
porque hd um aumento na incidéncia de efeitos adversos neurotoxicos e competicdo pelo
mesmo alvo farmacoldgico, ndo induzindo sinergia dos compostos no tratamento da ER,
culminando assim em uma menor eficacia e maior toxicidade (Koristkova et al., 2019; Perucca,
2002).

Por fim, a epilepsia é considerada resolvida apenas em dois casos: em pacientes com
sindromes epilépticas idade-dependentes que ja ultrapassaram a faixa etaria em questdo, ou em
pacientes que estdo livres de crises ha mais de uma década e ndo fazem uso de FAEs ha mais
de cinco anos (Fisher et al., 2014b).
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1.5. Dificuldades no Tratamento da ER

Apesar dos inimeros FAEs atualmente disponiveis e dos esfor¢os no desenvolvimento de
novas terapias farmacologicas, um terco dos pacientes com epilepsia permanecem resistentes
ao tratamento. Além disso, a quantidade substancial de efeitos adversos associados a essas

terapias muitas vezes impossibilita sua aplicagdo clinica (Loscher et al., 2013).

Os efeitos adversos sdo pronunciados e se manifestam de diferentes maneiras. Na maioria
das vezes, esta toxicidade esta relacionada a (1) dose (recorrentes em FAES como topiramato e
levetiracetam); (2) reacBes de hipersensibilidade (geralmente ocorrendo no inicio do
tratamento); (3) efeitos adversos de longo prazo; (4) interagdes medicamentosas adversas (mais
comuns entre os FAEs de primeira geragdo); (5) efeitos adversos metab6licos e hormonais
(Brodie et al., 2013); e (6) teratogenicidade (associada ao uso de VPA, fenitoina,
carbamazepina, dentre outros) (Laxer et al., 2014). Dentre os efeitos adversos mais prevalentes,
destacam-se: letargia, tontura, comprometimento comportamental e cognitivo, confuséo
mental, alergias, hipersensibilidade, atrofia cerebelar, disfuncéo retiniana, anemia aplastica,
linfoma, efeitos cardiovasculares, acentuacdo da osteoporose e aceleracdo de doencas
vasculares (Brodie et al., 2013; Laxer et al., 2014). Alguns desses efeitos podem se manifestar
logo no inicio do tratamento, enquanto outros surgem ao longo do tempo. Além disso, 0
aparecimento de alguns desses efeitos adversos esta associado ao uso de um FAE especifico,
embora todos os FAEs possam potencialmente apresentar efeitos adversos, sejam eles sutis ou

graves.

Esses efeitos ttm um impacto significativo na vida dos pacientes (Ldscher et al., 2013),
principalmente no que se refere a reducdo das capacidades cognitivas (Fonseca et al., 2018;
Vajda and Eadie, 2014), danos ao sistema neural (Fonseca et al., 2018; Sutula, 2004; Vajda and
Eadie, 2014) e alta mortalidade. De fato, individuos com epilepsia farmaco-resistente
apresentam uma probabilidade maior de morte quando comparados com a populagdo em geral
(cerca de 2 a 10 vezes maior) (Chapell et al., 2003). N&o obstante, a "morte subita e inesperada
na epilepsia” (sudden unexpected death - SUDEP) é a principal causa de morte em pacientes
com ER (Laxer et al., 2014).

Portanto, levando-se em consideracdo todas as limitacGes impostas pelos FAEs atualmente

disponiveis no mercado e o grande impacto na qualidade de vida dos pacientes com ER, o
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desenvolvimento de medicamentos mais eficazes, com efeitos adversos menos pronunciados e

uma margem de seguranca maior € essencial.

1.6.Peptideos neuroativos identificados na pegonha de animais

As peconhas de animais tém ganhado destaque no desenvolvimento de novos farmacos para
doencas neurodegenerativas, dentre elas a Epilepsia. Particularmente, a peconha de artropodes
é bastante estudada por conter moléculas neuroativas com grandes potenciais para o
desenvolvimento de novos tratamentos que busca a restauragéo das fungdes normais do sistema

nervoso (Silva et al., 2015).

Dentre as moléculas presentes na composicdo de peconhas de animais, 0s peptideos se
sobressaem, compreendendo cerca de 70% do contetdo total (Dohtsu et al., 1993). Ainda, esses
peptideos sdo comumente classificados de acordo com suas fungdes bioldgicas, podendo ser:

antimicrobianos, quimiotaticos, inflamatdrios e neuroativos.

Uma das toxinas mais estudadas é a conotoxina, isolada da peconha do Conus geographus.
Ela atua como antagonista glutamatérgico, inibindo receptores do tipo NMDA e modulando
correntes pos-sinapticas excitatorias no cortex cerebral e no hipocampo (Gao et al., 2017), e é
amplamente estudada no desenvolvimento de novos peptideos sintéticos com atividade

antiepiléptica (Beraud and Chandy, 2011).

O CII9, um peptideo isolado da peconha do escorpido Centruroides limpidus limpidus, foi
capaz de suprimir crises convulsivas quando injetado diretamente no cérebro de ratos (Corona
et al., 2003). Outros peptideos isolados de escorpides também ja demonstraram acdes
antiepiléticas, sendo o BmK AEP, isolado do escorpido Buthus martensii Karsch, o primeiro
peptideo de escorpido a apresentar efeito contra crises epilépticas (Zhang et al., 2019). Ainda,
peptideos extraidos das pegonhas de aranhas, incluindo aquelas provenientes das espécies do
género Agelenopsis e da aranha Phoneutria nigriventer, também foram capazes de demonstrar

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

Peconhas de vespas também tém sido estudadas por seu potencial antiepiléptico. A peconha
desnaturada da vespa Polybia ignobilis foi capaz de proteger os animais contra crises induzidas
pelos epilépticos padrdes bicuculina, picrotoxina e acido cainico (Siqueira Cunha et al., 2005).
O peptideo neuropolybina, isolado da pegonha da vespa Polybia paulista, foi anteriormente

testado em ratos e camundongos, em PADU de crises induzidas por pentilenotetrazol (PTZ)
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(Do Couto et al., 2012; Silva et al., 2015), e em PADR de ELT induzido por pilocarpina
(Gomes, 2016), também apresentando efeito neuroprotetor.

Em 2005, Mortari e colaboradores isolaram a peconha da vespa social Polybia occidentalis,
e identificaram o peptideo Occidentalina-1202 (Occ-1202). A neurovespina, um peptideo
sintético bioinspirado da Occ-1202, foi avaliada em PADU de crise epiléptica e apresentou
potente atividade antiepiléptica dose-dependente quando administrada via i.c.v. e via
intraperitoneal (i.p.) em crises epilépticas induzidas por acido cainico. Ademais, o tratamento
com neurovespina foi capaz de diminuir a expressdo hipocampal da proteina c-Fos, associada
a excitabilidade mediada por glutamato, indicando um possivel efeito neuroprotetor do
tratamento (Dos Anjos, 2013). A neurovespina também foi avaliada em PADR de ELT induzido
por pilocarpina, no qual foi observado um efeito neuroprotetor do tratamento diario do peptideo
tanto na fase latente do modelo, quanto na fase cronica. Ainda, o tratamento em dose Unica do
peptideo ndo causou citotoxicidade, genotoxicidade ou hemotoxicidade em camundongos (dos
Anjos, 2017).

Em vista do exposto, é possivel compreender o potencial nitido do uso de peptideos como
ferramenta de estudo de doencas neurodegenerativas e no desenvolvimento de novos farmacos
mais eficazes, especialmente para Epilepsia Refrataria. Por fim, a busca por novos
antiepilépticos deve ser acompanhada de amplas investigacdes e levar em consideracdo 0s
efeitos de toxicidade, visando a seguranca farmacol6gica do composto.

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

Em 2005, Mortari e colaboradores isolaram os componentes da peconha da vespa social
Polybia occidentalis (Figura 2). Apds testes de inducdo aguda de crises pelos epilépticos
quimicos padrBes: bicuculina, picrotoxina, acido cainico e pentilenotetrazol (PTZ), e
subsequente tratamento em ratos via intracerebroventricular (i.c.v.), foi possivel observar
protecdo significativa contra as crises maximas induzidas. Esta protecdo se deu principalmente
em crises induzidas por &cido cainico, seguido de bicuculina, picrotoxina e PTZ. E valido notar
que, mesmo ndo havendo protecdo significativa contra crises induzidas pelo PTZ, houve
aumento significativo, dose-dependente, nas laténcias para o inicio das crises induzidas por esse
agente (Mortari et al., 2023).
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Figura 2. Exemplar da  vespa  social Polybia  occidentalis. Disponivel em:

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

A partir destes dados, foram feitos o isolamento e a caracterizacdo estrutural de um novo
peptideo antiepiléptico, sendo denominado Occidentalina-1202 (Occ-1202), sendo formado por
nove residuos de aminoacidos (Glu-GIn-Tyr-Met-Val-Ala-Phe-Trp-Met-NH) (Mortari et al.,
2023) (Figura 3).
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Figura 3. Representacéo da férmula estrutural da Occidentalina-1202.

Quando avaliada em modelos de crises epilépticas, a Occidentalina-1202 foi capaz de
promover um potente efeito antiepiléptico no teste de inducdo aguda de crise contra &cido
cainico e PTZ. Além disso, a laténcia para inicio das crises foi significativamente maior nas

doses menores onde 0s animais apresentavam crises (Mortari et al., 2023).

Considerando-se o potencial das toxinas de artrépodes e os efeitos neuroprotetores
observados em pesquisas anteriores, torna-se evidente a necessidade de novas pesquisas que
explorem o potencial dessas substancias naturais no desenvolvimento de novos farmacos para

o tratamento de doencas neurodegenerativas, como a ER.

Desta forma, o peptideo Occidentalina-1202 surge como uma destas substancias, sendo
altamente eficaz e ndo exibindo efeitos toxicos tanto em modelos agudos quanto em modelos
cronicos de administracdo por via parental. No entanto, a seguranca farmacoldgica e o
mecanismo de acao do peptideo permanecem desconhecidos. Assim, tendo em vista o potencial
da Occ-1202 como ferramenta de estudos e tratamento da ER, a investigacdo de sua seguranca
farmacoldgica, toxicidade e elucidacdo de seus possiveis alvos farmacoldgicos torna-se

essencial.

2.0bjetivos

2.1. Objetivos Gerais:

Este trabalho tem como objetivo a avaliacdo da seguranca e toxicidade aguda e cronica
do peptideo Occidentalina-1202 quando administrado por via intraperitoneal em camundongos,
e a investigacdo do mecanismo de acéo do peptideo por meio da realizacdo de ensaios de ligacao

competitiva com radioligantes.

2.2. Objetivos Especificos:

e Auvaliar a seguranca e a toxicidade do peptideo Occidentalina-1202 quando

administrado via intraperitoneal, em modelos agudo e cronico;

e Elucidar os possiveis efeitos adversos do peptideo Occidentalina-1202;
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e Avaliar a toxicidade bioguimica e hematoldgica do peptideo Occidentalina-1202;

e Avaliar a atividade da Occidentalina-1202 na neurotransmissdo glutamatérgica e

gabaérgica por meio de ensaios de ligacao e captacdo competitiva com radioligantes.

3. Metodologia
3.1. Peptideo

O peptideo Occidentalina-1202 (sequéncia Glu-GIn-Tyr-Met-Val-Ala-Phe-Trp-Met-
NH.) foi sintetizado pela empresa Biointech Solugdes em Biotecnologia LTDA. A confirmacgéo
do grau de pureza, a inspecdo da massa monoisotopica e a confirmacdo da sequéncia do
peptideo foram realizadas pela empresa responsavel pela sintese antes do inicio dos
experimentos e apds a entrega do peptideo por espectrometria de massas (MALDI/TOF) (massa
molecular de 1203,43). Para a utilizacdo nos ensaios experimentais, o peptideo foi solubilizado

em solucdo fisioldgica 0,9% com adicdo de 20% de dimetilsufoxido (DMSO — Dindmica®).

3.2. Sujeitos Experimentais

Para avaliar a seguranca e a toxicidade do peptideo Occidentalina-1202, bem como
conduzir ensaios de ligacdo e captacdo a fim de investigar seu mecanismo de acdo, foram
utilizados camundongos Swiss machos e fémeas (Mus musculus). A manipulacdo dos sujeitos
experimentais foi realizada de acordo com as normas estipuladas nos Principios Eticos na
Experimentacdo Animal, o Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA) e a Lei Arouca (Lei 11.794/2008), que regulamenta o uso de animais no ambito de
pesquisa. O projeto foi submetido & Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA/IB) da
Universidade de Brasilia — UnB e deferido, protocolo n® 23106.125197/2021-49 (Anexo 1).

Os camundongos, com idade entre 21 e 30 dias (pesando entre 18-30g), foram
adquiridos do Biotério do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasilia,
acondicionados em caixas de polipropileno (41 x 34 x 16 cm — comprimento x largura x altura),
mantidos em estufas com ciclo claro/escuro de 12/12 horas, temperatura (22°C) e umidade
(55%) controladas. Durante todo o periodo de experimento foram oferecidas agua e racéo

especifica para camundongos ad libitum.
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3.3. Ensaios de Seguranca e Toxicidade

Os ensaios de seguranca e toxicidade foram realizados de acordo com 0 GUIA PARA
A CONDUC;AO DE ESTUDOS NAO CLINICOS DE TOXICOLOGIA E SEGURANCA
FARMACOLOGICA NECESSARIOS AO DESENVOLVIMENTO DE MEDICAMENTOS
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Versdo 2 (Agéncia de Vigilancia
Sanitéaria, 2013).

Para a avaliacdo da seguranca e toxicidade do peptideo Occidentalina-1202, os animais

foram divididos nos seguintes grupos experimentais:

Grupo veiculo (controle negativo, n=8): animais que receberam administracdo de
solucao fisioldgica 0,9% adicionada de 20% de DMSO (300 pL; i.p.) (n=8).

Grupo Diazepam (DZP) (controle positivo, n=8): animais que receberam
administracdo de Diazepam (Compaz®) 4mg/kg (300 uL; i.p.), solubilizado em
solucéo fisioldgica 0,9%.

Grupo Occ-1202 4 mg/kg (n=8): animais que receberam animais que receberam 4
mg/kg do peptideo Occidentalina-1202 (300 uL; i.p.), solubilizado em solugédo
fisioldgica 0,9% com adigdo de 20% DMSO.

Grupo Occ-1202 20 mg/kg (n=8): animais que receberam animais que receberam 20
mg/kg do peptideo Occidentalina-1202 (300 uL; i.p.) (300 uL; i.p.), solubilizado em
solucdo fisiolégica 0,9% com adicdo de 20% DMSO.

Grupo Occ-1202 40 mg/kg (n=8): animais que receberam 40 mg/kg do peptideo
Occidentalina-1202 (300 uL; i.p.), solubilizado em solugédo fisiologica 0,9% com
adicdo de 20% DMSO.

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

administracdo de dose unica (PADU) e no protocolo de administracdo de doses repetidas
(PADR).

3.3.1. Protocolo de Administragdo de Dose Unica

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

experimento, acompanhada da avaliagdo comportamental por meio do ensaio de Campo Aberto
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(Open Field) e da observacao dos animais durante 14 dias consecutivos, a fim de se monitorar
a massa corporal dos sujeitos experimentais, bem como o surgimento de possiveis mudangas
fisioldgicas aparentes (como surgimento de tumores, piloerecdo, cianose e dificuldades para

respirar e se locomover.).

3.3.2. Protocolo de Administracéo de Doses Repetidas

No PADR, a administragdo dos tratamentos se deu diariamente ao longo de 28 dias
consecutivos (podendo se estender até 30), uma vez ao dia, acompanhada pela avaliacdo
comportamental por meio do ensaio de Campo Aberto no 1°, 14° e 28° dias. Os animais foram
observados durante 28 dias (podendo se estender até o 30° dia), nos quais foram monitorados a

massa corporal dos animais e possiveis alteracoes fisiologicas.

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

Para realizacdo do teste de Campo Aberto foi utilizada uma arena circular preta de
madeira com 60 centimetros de didmetro, dividida em trés zonas distintas. Os animais foram
deixados na mesma sala em que a arena estava localizada durante 20 minutos antes de se iniciar

0 teste para habituacdo com o ambiente.

Para o teste, foi administrado o tratamento aos animais (veiculo, Diazepam ou peptideo)
e, em seguida, os animais foram posicionados no centro da arena, onde permaneceram por vinte
minutos sendo filmado por uma camera digital (Intelbras). Os cinco primeiros minutos de
permanéncia dentro da arena foram descontados durante a posterior avaliagdo das filmagens,
levando-se em consideracgdo apenas 0s 15 minutos finais de duracéo.

Foram selecionados para avaliacdo de comportamentos gerais espontaneos dos animais
0S seguintes parametros:
e Deslocamento total: locomocdo na arena;

e Autolimpeza: limpar o focinho, as garras, as patas anteriores e posteriores, as
genitais, a cauda, a cabega, o dorso e o0 ventre;

e Exploracéo: cheirar, caminhar, esquadrinhar, tentar escalar a parede do aparato;
e Elevacdo, ficar sobre as patas traseiras, sem estar apoiado nas paredes da arena;

e Imobilidade: parado.
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Ao final do teste os animais foram devolvidos as suas respectivas caixas e retornados
ao biotério. A andlise de todos os videos foi realizada no software Anymaze (Stoelting Co.,

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

3.5. Analises Bioquimicas e Hematologicas

Os animais tiveram amostras de sangue coletadas no dia da eutanasia para avaliacdo de
possivel hematotoxicidade. A coleta de sangue dos animais que tiveram seus coragdes
removidos para outros testes ndo descritos neste trabalho foi feita removendo-se a cabega do
animal com auxilio de uma tesoura, rotacionando o corpo em posicao vertical e coletando o
sangue com auxilio de um funil para ser acondicionado em tubo proprio para coleta de sangue
de 0,5mL contendo EDTA (FirstLab). Este método foi utilizado tendo em vista que ndo era
possivel realizar puncdo no coragdo sem comprometer os testes posteriores (ndo descritos neste
estudo) neste 6rgdo. Ainda, o volume de sangue obtido por outras vias de coleta (como pela
cauda) mostrou-se insuficiente para execucdo dos testes, tornando inviavel outro método de
coleta. Para os animais que néo tiveram o coragdo removido para outros testes (ndo descritos
neste trabalho), o sangue foi coletado com uma seringa contendo heparina sédica (Hemofol®)
através do ventriculo esquerdo cardiaco e acondicionado em tubo proprio para coleta de sangue
de 0,5mL contendo EDTA.

Os tubos foram armazenados a 4°C e levados em caixas de isopor ao final de todas as
coletas até o Hospital Veterinario da Universidade de Brasilia, onde as amostras foram
submetidas a analise hematoldgica (BC-5000 vet, Myndray) para quantificacdo dos seguintes

parametros:
e Porcentagem de Hematdcritos (HCT);

e Volume de Hemécias;

e Concentracdo de Hemoglobina (Hb);
e Volume de Leucdcitos;

e Porcentagem de Mondcitos;

e Porcentagem de Linfécitos;

e Porcentagem de Eosindfilos;

e Porcentagem de Basofilos;
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e Volume de Plaquetas.

Para os exames em que foram realizados testes bioquimicos, os seguintes parametros
foram avaliados: alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), uréia e

creatinina (Cobas c111, Roche).

3.6. Eutanasia e coleta dos 6rgaos

Ao final do periodo de observagédo (14 dias para o PADU e 30 dias para o PADR), 0s
animais foram eutanasiados e tiveram encéfalo, pulmao, coracdo, figado e rim retirados para
analises histopatoldgicas e, para o coracao, analise de RAR. Para tal, foi administrado Tiopental
sodico (60 mg/kg, via i.p.). Os animais tiveram entdo sua caixa toraxica aberta com auxilio de
pinca e tesoura para exposicao dos 6rgdos. Para 0s animais que teriam coracao retirado para
testes de respirometria, este 6rgéo foi retirado primeiro, ainda apresentando batimento cardiaco,
com auxilio de tesoura e pinca. Os demais animais tiveram encéfalo coletado primeiro, seguido
de pulmao, figado e rim. Os pulmdes foram inflados com tampédo PBS com auxilio de uma

seringa e linha antes de serem retirados.

Apos coletados, todos os 6rgaos foram pesados em uma balanga analitica (Tecnal) e
tiveram seu volume medido em um pletismémetro (Bonther). Em seguida, os 6rgaos foram
colocados em tubos devidamente etiquetados contendo formaldeido 4% diluido em tampéo
PBS.

3.7. Analises Histologicas

Apos coleta, os 6rgdos foram mantidos em solucdo formaldeido 4% (feita com tampdo PBS
e formaldeido 36,6% - Vetec Quimica Fina LTDA) por pelo menos 24h para sua fixacdo. Apos
esse periodo, os mesmos foram transferidos para solucdo de sacarose 30%, na qual foram
mantidos por 48h, a fim de se estabelecer crioprotecdo no tecido ao serem submetidos ao

congelamento posteriormente.

O congelamento dos 6rgaos foi feito utilizando-se 2-metil-butano (Sigma-Aldrich) e
gelo seco. Os érgdos foram retirados da solucdo sacarose 30% e depositados em um Becker
envolto em gelo seco contendo 2-metil-butano (volume suficiente para cobrir 0s 0rgaos), no
qual permaneceram por 20 segundos antes de serem embrulhados em papel aluminio

previamente etiquetado e colocados no freezer a -80°C.
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Apos congelados, os 6rgéos foram cortados no criostato (Leica CM1850) em 50 uM de
espessura utilizando-se o meio de inclusdo Tissue-Tek® (Sakura®). Os cortes foram coletados
com auxilio de um pincel e colocados em placa de 24 poc¢os contendo solucéo anti-freezing

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

As laminas (Perfecta) foram previamente gelatinizadas com solucdo contendo gelatina
em pé (Vetec Quimica Fina, Sigma-Aldrich) e cromo potéssio sulfato (Divisione Chimica
Industriale - Milano). Com auxilio de um pincel e cuba contendo tampéo PBS, os cortes foram
retirados dos pogos das placas, selecionados e colocados sobre a I1dmina. Foram colocados, em
média, quatro cortes por ldmina. Apds montadas, as [aminas foram colocadas em estufa a 37°C
e deixadas por 24h para secagem.

A coloracdo de Hematoxilina-eosina (H.E.) foi empregada para tornar possivel a
observacdo geral dos diferentes tecidos em microscopio dptico (Leica DM2000, Leica
Microsystems, Sdo Paulo). Esta coloragcdo foi empregada a fim de se avaliar anomalias
morfolégicas nos tecidos, como surgimento de tumores, necroses, hemorragias, e outras

possiveis alteracdes estruturais anormais.

Apds a secagem das laminas em estufa, todo o procedimento da coloracao H.E. ocorreu
em uma capela de fluxo laminar. Foram colocadas doze laminas por vez (do mesmo tecido) em
um suporte de plastico proprio e imersas em uma cuba contendo agua destilada durante 10
segundos. Em seguida as laminas foram submersas em uma cuba contendo a solucdo do corante
de Hematoxilina (Hematoxilina de Harris). O tempo pelo qual as laminas de cada tecido
permaneceram nas solucdes corantes variou de acordo com cada tecido e com a degradacdo do
corante, tendo em vista que o pigmento de Hematoxilina é fotossensivel e se degrada com o
tempo. Portanto, esta etapa foi realizada com cautela e atencéo, embora ndo tenha sido possivel
estabelecer um tempo fixo, mesmo para um mesmo tecido, em todas as vezes que a coloragédo

foi realizada.

Depois de imersas em corante de hematoxilina, as laminas foram colocadas em agua
para retirada do excesso de corante e, em seguida, em agua destilada por 10 segundos. Na
sequéncia, as laminas foram imersas em solucdo diferenciadora de &gua destilada com
hidroxido de amoénio (NH4OH) (300mL de &gua destilada para 3 gotas de NH4sOH — 10 s),
seguido de imersdo em agua destilada (10 s). O mesmo procedimento foi repetido em solucao
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diferenciadora de agua destilada com acido cloridrico (HCI) (300mL de agua destilada para 3

gotas de HCI — 10 s), e novamente imersas em agua destilada (10 s).

Posteriormente, as laminas foram imersas em cuba contendo a solu¢do do corante
Eosina (Eosina-floxina) por aproximadamente 1 minuto, devido aos diferentes tipos de tecido
e degradacdo do corante. E valido ressaltar que ambos os corantes foram submetidos a filtrago
em filtro de papel antes do inicio do procedimento para remogao de sujeiras e impurezas. Depois
de imersas em corante eosina, as laminas foram colocadas em agua para retirada do excesso de

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

Na sequéncia, as laminas foram imersas em solucdo de etanol (Dindmica Quimica
Contemporanea LTDA) nas diferentes concentragdes: 50%, 70%, 90% e 100% (v/v, em &gua
destilada), durante um minuto em cada concentracdo e dois minutos na concentracdo final
(100%).

Por altimo, as laminas foram submersas em duas solugdes de xilol (Dindmica®, Brasil)
por 1 minuto e meio em cada e ao final, as laminas foram deixadas na segunda solugéo de xilol
até, uma a uma, serem recobertas com laminula de vidro (Exacta, Brasil) empregando

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

A anélise morfoldgica dos tecidos foi realizada através de um sistema de captura de
imagens de um microscopio éptico (Leica DM2000, Leica Microsystems, Sdo Paulo) com uma
camera de video digital (Leica DFC 310 FX, Leica Microsystems, Sao Paulo), conectados a um

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

Foram obtidas, em média, 4 fotos por cada corte do encéfalo, duas fotos por cada corte
de rim, 3 fotos por cada corte de figado, 2 fotos por cada corte de pulmao e 2 fotos por cada
corte de coragdo. Todas as fotos foram obtidas em aumento de 10x, no caso de anomalias

observadas, 0 aumento de 20x foi utilizado para fotografar.

Apbs captura de imagens por meio de microscépio Optico, foi realizada uma analise
qualitativa e quantitativa das fotografias obtidas para relatar anomalias morfoldgicas nos
tecidos, como surgimento de tumores, necroses, hemorragias, e outras possiveis alteracoes

estruturais.
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3.8. Ensaios de Radioligacdo Funcional

Para investigacdo do possivel alvo farmacoldgico do peptideo, foram realizados ensaios

de ligacdo em receptor para se avaliar a interagdo farmaco/neurotransmissor e receptor.

3.8.1. Sujeitos Experimentais.

Foram utilizados camundongos fémeas saudaveis, entre 21 e 30 dias de idade, da
linhagem swiss (Mus musculus) pesando entre 20-30g. Foram utilizados apenas camundongos
fémeas em decorréncia da disponibilidade do biotério na época em que os experimentos foram
realizados. Os animais foram adquiridos do Biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade de Brasilia, acondicionados em caixas de polipropileno (41 x 34 x 16 cm —
comprimento x largura x altura), mantidos em estufas com ciclo claro/escuro de 12/12 horas,
temperatura (22°C) e umidade (55%) controladas. Durante todo o periodo de experimento

foram oferecidas agua e racéo especifica para camundongos ad libitum.

O manuseio dos animais experimentais procedeu em acordo com a Lei no 11.794/2008
(Lei Arouca), que regulamenta o uso de animais em pesquisa. Além disso, 0s principios éticos
do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) foram
rigorosamente seguidos. O projeto foi submetido & Comissdo de Etica no Uso Animal
(CEUA/IB) da Universidade de Brasilia — UnB e deferido, protocolo n° 23106.125197/2021-
49,

3.8.2. Preparo dos sinaptossomas

Para avaliar a expresséo diferenciada de receptores foi seguido o protocolo desenvolvido
no Laboratdrio de Neurofarmacologia da Universidade de Brasilia, baseado em Emanuelli, T.
et al (1998) e descrito em Campos, G., (2020) e Janowsky (2022) (Campos, 2020; Emanuelli et
al., 1998; Janowsky et al., 1998).

No dia do experimento foi realizada a eutanésia dos animais por deslocamento cervical
para retirada do encéfalo e extracdo dos cortex cerebrais. Os cortex foram transferidos para
tubos de vidro borosilicato com 20 mL totais de solu¢do de homogeneizagéo (sacarose 0,32 M
em tampdo Trizma 5 mM e pH 7,4). Os cortex cerebrais foram homogeneizados a 900 rpm em
homogeneizador préprio para tecidos (NT 136, Novatécnica, Brasil) com pistdo de Teflon

acoplado, realizando-se aproximadamente 20 movimentos de subida e descida.
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Em seguida, a solu¢do homogeneizada foi transferida para tubos de policarbonato de 50
mL, os quais foram submetidos a centrifugacdo por 10 minutos a 1000 xg em rotor de angulo
fixo (JA-30.50 Ti, Beckman Coulter, EUA), refrigerada a 4 °C (Avanti J-26S XPI, Beckman
Coulter, EUA). Ao final desta etapa de centrifugacdo, o pellet foi retirado e o sobrenadante
transferido para novos tubos para realizacdo de um segundo ciclo de centrifugacdo a 1000 xg

por 10 minutos.

Ap0s o segundo ciclo de centrifugacao, os sobrenadantes foram unidos em novos tubos
e submetidos a 20 minutos de centrifugacdo a 15000 xg. Depois desse ciclo, o sobrenadante foi
descartado e o pellet mantido e homogeneizado em 10 mL totais de solugdo de sacarose 0,32
M. Essa solucéo foi adicionada a um tubo contendo um gradiente descontinuo de sacarose, com
camada inferior contendo 10 mL de sacarose a 1,2 M e camada superior contendo 10 mL de
sacarose a 0,8 M, sendo os 5 mL de pellet (de cada tubo) adicionados acima desta camada. Ao

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

Ao fim desta etapa de centrifugacdo, os componentes encontraram-se separados de
acordo com a densidade, estando os sinaptossomas presentes dentre as fases de 0,8 M e 1,2 M.
Os sinaptossomas foram cuidadosamente retirados e transferidos para novos tubos, em seguida

diluidos com 10 mL de solucdo de homogeneizagdo e centrifugados a 20000 xg por 20 minutos.

Em sequéncia, o sobrenadante desta Gltima centrifugacdo foi descartado e o pellet
homogeneizado em 8 mL de solugdo de sacarose 0,32 M, sendo armazenado a -80 °C até a data

do experimento.

3.8.3. Quantificacdo de Proteinas

Para avaliar a quantidade de proteina presente nas amostras de sinaptossomas, foi
utilizado o método colorimétrico de quantificacdo de proteinas utilizando-se albumina sérica
bovina (ASB) (Thermo Fisher Scientific) para a curva de calibragdo, seguindo o protocolo do
kit (Pierce™ BCA Protein Assay Kit).

Para a curva de calibracdo, foram pipetados diferentes volumes da solugédo estoque de
ASB em placa de 96 pocos, de forma que a concentracédo final de ASB em cada poco (A até I)
fosse de 2000, 1500, 1000, 750, 500, 250, 125, 25 e 0 ug/mL, respectivamente. Tod0s 0S po¢os

tiveram seu volume final completado para 400 pL com agua deionizada. Além disso, para as
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amostras de sinaptossomas foi utilizado como controle tubos com 25 e 10 puL de solugdo de

homogeneizagéo.

Foi adicionado a cada pogo 200 pL da solugao A e 10 uL da solugdo B em cada pogo,
em seguida a placa foi coberta com papel aluminio e incubada em estufa a 60 °C por 30 minutos.
ApoOs esse periodo, a absorbancia de cada amostra a 452 nm foi medida em espectrémetro
(Flexstation, Molecular Devices, EUA). Os resultados obtidos da curva de calibracdo foram
submetidos a regressdo linear e a concentracao das amostras de sinaptossomas foi extrapolada

a partir da reta gerada.

3.8.4. Ensaio de Competicao com os radioligantes GABA e Glutamato

Os ensaios de competigdo ocorreram baseados no protocolo definido por Campos, 2020.
Esses tiveram como objetivo avaliar se o peptideo Occidentalina-1202 era capaz de competir
com 0s neurotransmissores GABA e Glutamato, por meio da diminuicdo da formacdo do
complexo neurotransmissor-receptor na presenca de diferentes concentracfes do peptideo (10
pMM a 100 pM).

Para esse ensaio, 0s neurotransmissores utilizados estavam marcados radioativamente
com o isétopo de hidrogénio tricio (3H), sendo eles: *H-GABA e 3H-Glutamato, ambos
adquiridos da empresa PerkinElmer, EUA. Os sinaptossomas, previamente preparados, foram
descongelados e centrifugados a 22000 xg por 5 minutos. Logo apds, os sobrenadantes foram
descartados, os precipitados foram homogeneizados em 1 mL de tampdo Trizma 50 mM e
incubados por 30 minutos a 37°C com o objetivo de realizar a ruptura dos sinaptossomas para
liberacdo de vesiculas sindpticas. Apds a incubacdo, as amostras foram lavadas 3 vezes em
sucessivas centrifugacdes por 5 minutos a 22000 xg e no fim ocorreu a ressuspensao das

amostras com 0s respectivos tampdes.

Para realizacdo do ensaio, 40 pL das amostras contendo os sinaptossomas foram
pipetadas em microtubos de 1,5 mL contendo diferentes concentracBes do peptideo. Além
disso, também foram realizados dois controles, o controle demonstrando a ligagdo maxima
(com sinaptossomas, tampdo e ligante radioativo) e o de ligagdo minima (sinaptossomas,

competidor ndo radioativo e ligante radioativo).

As amostras foram incubadas a 37°C por 30 minutos (com excecdo do controle Frio do

glutamato, incubado a 0°C). Ao fim do periodo de incubagdo, os microtubos foram
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centrifugados por 5 minutos a 22000 x g a 4 °C. O sobrenadante desta centrifugacéo foi
descartado e o precipitado (contendo sinaptossomas e ligantes radioativos) lavado duas vezes
com agua destilada gelada. Em seguida, o precipitado foi solubilizado em 200 pL de liquido de
cintilagdo (MicroScintO, PerkinElmer, EUA). A solucéo resultante foi incubada a temperatura
ambiente por 24 horas, sendo posteriormente transferida para placa de microtitulagdo branca de
96 pocos e analisada em leitor de cintilacdo e luminescéncia TopCount (PerkinElmer, EUA)

por um minuto.

Os resultados, expressos em contagens por minuto (CPM), foram subtraidos das
contagens obtidas do controle de ligagdo minima alcangado no ensaio e, posteriormente,
convertidos em porcentagem relativa ao valor de ligacdo méxima, resultando em valores

possiveis de comparacao.

3.9. Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com o software GraphPad Prism® versao 8.4.2
(San Diego, EUA). Em ensaios com mais de duas varidveis, para distribuicdes normais de
variancia semelhante (avaliado com o teste de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk)
considerando-se p<0,05 e p<0,001, foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) de duas vias.
Em testes com apenas uma variavel, para distribui¢cbes normais de variancia semelhante
(avaliado com o teste de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk) considerando-se p<0,05 e
p<0,001, foi utilizada ANOVA de uma via ou teste T. Os resultados significativos apontados
na ANOVA foram seguidos de pds-teste de Tukey. Para os resultados do hemograma foi
realizada comparacdo com dados da literatura. Os resultados de captacdo foram submetidos ao

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

4. Resultados

4.1. Massa dos Animais
4.1.1. Ganho de massa dos animais

Em relagdo as alteracBes no ganho de massa corporal, 0s animais ndo apresentaram
diferencas de ganho de massa corporal entre os tratamentos em ambos os modelos testados
(agudo e cronico). Os dados das massas dos animais foram submetidos ao teste ANOVA de
duas vias, ndo apresentando diferencas significativas nem no PADU, em machos (interacao de
tratamento e tempo [Fs, 455 = 1,217; p>0.05], tratamento [F4, 35 = 2,017; p>0.05]) (Figura 4 A)
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e fémeas (interacdo de tratamento e tempo [Fs2, 455 = 0,6148; p>0.05], tratamento [Fs, 35 =
0,7313; p>0.05]) (Figura 4 B); nem no PADR em machos (interacdo de tratamento e tempo
[F112, 952 = 0,6528], tratamento [F4, 34 = 0,3156; p>0.05]) (Figura 5 A) e fémeas (interacdo de
tratamento e tempo [F112, 952 = 0,7987; p>0.05], tratamento [F4, 35 = 0,3226; p>0.05]) (Figura 5
B).

Ainda, no que diz respeito ao fator tempo, houve diferenca significativa, os animais
ganharam peso independente do tratamento, tanto nos machos (Fs e31, 1376 = 39,16; p<0.0001) e
fémeas (Fu,897, 66,41 = 4,444; p<0.0001) do PADU (Figuras 6 A e B, respectivamente), quanto
nos machos (Fa4,013, 1364 = 44,56; p<0.0001) e fémeas (Fa4,956, 1685 = 19,26; p<0.0001) do PADR
(Figuras 7 A e B, respectivamente), conforme detalhado no proximo item.
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Figura 4. Avaliacdo do ganho de massa corporal dos animais durante o PADU. (A) Machos. (B) Fémeas. Anélise
estatistica ANOVA de duas vias. Nao houve diferencas significativas entre os grupos (p>0.05). n=8 para todos 0s
grupos.
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Figura 5. Avaliagdo do ganho de massa corporal dos animais durante 0 PADR. (A) Machos. (B) Fémeas. Analise
estatistica ANOVA de duas vias. Nao houve diferencas significativas entre os grupos (p>0.05). n=8 para todos 0s
grupos.

4.1.2. Massa corporal dos animais ao longo das semanas

No que diz respeito ao ganho de massa dos animais ao longo do periodo de observacao
nos modelos agudo e cronico, houve diferenca significativa como evidenciado pelo teste
ANOVA de duas vias, no PADU e no PADR, descrito na sessdo anterior. Desta forma, os dados
da massa corporal de cada grupo foram submetidos ao teste T no PADU (Figura 6 A e B,
machos e fémeas, respectivamente) e a ANOVA de duas vias no PADR (Figura 7 A e B, machos
e fémeas, respectivamente), seguido de pos-teste de Tukey. Os resultados indicaram que houve
ganho significativo de massa ao longo das semanas, tanto no PADU (Semana 1 e Semana 2),

guanto no PADR (Semanas 1 a 4).

No PADU, os machos apresentaram diferencas significativas entre as semanas nos
grupos Veiculo (t=32,50, df=1), DZP (t=47,48, df=1), Occ-1202 4 mg/kg (t=47,75, df=1), Occ-
1202 20 mg/kg (t=36,62, df=1) e Occ-1202 40 mg/kg (t=25,46, df=1) (Figura 6 A). Nas fémeas,

as diferencas observadas entre as semanas foram: Veiculo (t=108,6, df=1), DZP (t=72,65,

B Ganho de Masa Corporal - PADR Fémeas
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df=1), Occ-1202 4 mg/kg (t=63,22, df=1), Occ-1202 20 mg/kg (t=41,91, df=1) e Occ-1202 40
mg/kg (t=99,90, df=1) (Figura 6 B).

Nos machos e nas fémeas do PADR, no que diz respeito ao fator tempo, houve diferenca
entre as semanas (Fi247, 4362 = 50,31; p<0.0001) e (F1328 4514 = 30,76; p<0.0001),

respectivamente (Figura 7 A e B, machos e fémeas, respectivamente).
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Figura 6. Avaliacdo do ganho de massa corporal dos tratamentos entre as semanas 1 (S1) e 2 (S2) do PADU em
(A) Machos e (B) Fémeas. Andlise estatistica teste T. (*) Diferenca significativa dentro do mesmo grupo.
Diferengas significativas: (A) * Veiculo = P<0.05, * DZP = P<0.05, * Occ-1202 4 mg/kg = p<0.05, * Occ-1202
20 mg/kg = p<0.05, * Occ-1202 40 mg/kg = P>0.05. (B) ** Veiculo = P<0.01, ** DZP = P<0.01, * Occ-1202 4
mg/kg = P<0.05, * Occ-1202 20 mg/kg = P<0.05, ** Occ-1202 40 mg/kg = P<0,01. n=8 para todos os grupos.
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Figura 7. Avaliagdo do ganho de massa corporal dos tratamentos entre as semanas 1 a 4 (S1, S2, S3 ¢ S4) do
PADR em (A) Machos e (B) Fémeas. Analise estatistica ANOVA de duas vias seguida de pos teste de Tukey. (*)
Diferenga significativa dentro do mesmo grupo (p<0.05). (**) Diferenga significativa dentro do mesmo grupo
(p<0.01). (***) Diferenca significativa dentro do mesmo grupo (p<0.001). n=8 para todos os grupos.

4.2. Analise dos comportamentos gerais espontaneos no teste de Campo aberto
(Open Field)

Os animais foram submetidos ao ensaio comportamental para a avaliacdo dos
comportamentos gerais espontaneos no Campo aberto - Open Field tanto nos modelos agudo e
cronico. No PADU, o teste foi realizado apenas no primeiro dia, 30 min apds a administracdo
dos tratamentos. No PADR, o teste foi realizado nos dias 1, 14 e 28. Durante o teste, 0s seguintes
parametros foram avaliados: deslocamento total, periodo imdvel, autolimpeza, elevacdo e
exploracgdo. Ainda, no PADR os dados foram comparados tanto entre os diferentes tratamentos,
em cada Open Field, quanto entre os 3 Open Fields dentro do mesmo grupo.

4.2.1. Deslocamento total

Em relacdo ao deslocamento, ndo houve alteracbes no tempo total entre os grupos
tratados no PADU. Sendo assim, os dados de deslocamento total no PADU foram submetidos

ao teste ANOVA de uma via, no qual ndo foram observadas diferencas significativas entre 0s
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grupos tratados, tanto nos machos (Fs4, 35 = 1,039; p>0.05) quanto nas fémeas (Fs, 35 = 0,5841,;
p>0.05) (Figuras 8 A e B, respectivamente).

No PADR, ndo houve diferencas significativas no deslocamento total entre 0s grupos
ao longo dos testes no Campo aberto (Figura 9 A e B, respectivamente). Os dados do
deslocamento total foram submetidos 8 ANOVA de duas vias, seguido de pos-teste de Tukey,
ndo havendo diferengas significativas tanto nos machos (interagéo tratamento e open field [Fsg,
70 = 0,9941; p>0.05], tratamento [Fs 35 = 3,500; p>0.05]) quanto nas fémeas (interacdo
tratamento e open field (Fs 63 = 1,884; p>0.05], tratamento [F4, 34 = 0,69630; p>0.05]).

Dentro do mesmo grupo, houve diminui¢do no deslocamento total ao longo dos 3 Open
Field’s, nos machos, nos grupos Occ-1202 4 mg/kg (entre os desafios 1 e 2) e Occ-1202 20
mg/kg (entre os desafios 1 e 2, e 1 e 3) (tempo [F1,735 60,73 = 18,42; p<0.0001]) e nas fémeas
(tempo [F1,964, 66,78 = 5,866; p<0.01]) (Figura 10 A e B, respectivamente).
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Figura 8. Comparagéo do deslocamento total, em metros, dos animais no teste de campo aberto no PADU em (A)

Machos e (B) Fémeas. Anélise estatistica ANOVA de uma via. Nao houve diferencas significativas (p>0.05). n=8
para todos 0s grupos.
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Figura 9. Comparagéo do deslocamento total, em metros, entre os grupos nos testes de campo aberto (Open Field)
no PADR em (A) Machos e¢ (B) Fémeas. Andlise estatistica ANOVA de duas vias. Nao houve diferengas
significativas (p>0.05). n=8 para todos 0s grupos.
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Figura 10. Comparagdo do deslocamento total, em metros, dentro no mesmo grupo nos testes de Campo aberto
no PADR em (A) Machos e (B) Fémeas. Analise estatistica ANOVA de duas vias seguido de pos-teste de Tukey.
(*) Diferencas significativas dentro do mesmo grupo. Diferencas significativas: (A) *** Occ-1202 4 mg/kg entre
os Open Fields 1 e 2 = p<0.001, * Occ-1202 20 mg/kg entre os Open Fields 1 e 2, e 1 e 3 = p<0.01. (B) * Occ-
1202 4 mg/kg entre os Open Fields 1 e 2 = p<0.05. n=8 para todos 0s grupos.

4.2.2. Periodo Imovel

Em relacdo a imobilidade, apenas o grupo DZP permaneceu mais tempo imével no
PADU. Os dados do periodo imovel dos animais no PADU foram submetidos ao teste ANOVA
de uma via seguido por pés-teste de Tukey para 0os machos (Fs, 35 = 3,541; p<0.05) e fémeas (F
4,35 = 9,416; p<0.0001). Nos machos, foram observadas diferencas significativas no grupo
tratado com a menor dose de Occ-1202 (4 mg/kg) quando comparado ao Diazepam (4 mg/kg)
(p<0.05) (Figura 11 A). Nas fémeas, esta diferenca ocorreu em todos 0s grupos, também em
relagdo ao grupo Diazepam (4 mg/kg), sendo p<0.01 em todos 0s grupos, exceto o grupo tratado
com a maior dose do peptideo (40 mg/kg) (p<0.05) (Figura 11 B).

No PADR, houve diferencas significativas no periodo imovel entre os grupos tratados
ao longo dos dias de desafio no Campo aberto nos machos em relag¢do ao grupo DZP e todos os
outros grupos de tratamento. Em relacdo as fémeas, o grupo DZP teve uma reducdo de
imobilidade em relacdo a todos os grupos apenas no primeiro dia de desafio no Open field
(OF1). Os dados do periodo imével dos animais ao longo dos dias de desafio no PADR foram
submetidos ao teste ANOVA de duas vias seguido por pos-teste de Tukey, tanto para os machos
(interacdo do tratamento e dias de desafio [Fs, 70 = 1,243; p>0.05], tratamento [F4, 35 = 24,89;
p<0.0001]) quanto para as fémeas (interacdo do tratamento e dias de desafio [Fs, 68 = 3,464;
p<0.05], tratamento [F4, 34 = 0,6963; p<0.01]) (Figura 12 A e B, respectivamente).

Ainda no PADR, houve diferenca ao longo dos dias de desafio no Campo aberto para
machos com aumento da imobilidade nas doses de 4 (entre os desafios 1 e 2) e 40 mg/Kg (entre
os desafios 2 e 3) e para fémeas com reducéo de imobilidade no grupo DZP (entre os desafios
1 e 3) e aumento na dose de 40 mg/Kg (entre os desafios 2 e 3). Os dados da comparacéo do
periodo imdvel dentro de um mesmo grupo ao longo dos dias de desafio no Campo aberto foram
submetidos ao teste ANOVA de duas vias, seguido de pos-teste de Tukey nos machos (tempo
[F1,772, 62,01 = 4,422; p<0.05]) e nas fémeas (tempo [F1s09, 61,52 = 3,473; p<0.05]) (Figura 13 A e

B, respectivamente).
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Figura 11. Analise do periodo imdvel total dos animais em teste de campo aberto (Open Field) no PADU em (A)
Machos ¢ (B) Fémeas. Analise estatistica ANOVA de uma via seguido de pos-teste de Tukey. (*) Diferenca
significativa em relagdo ao DZP. Diferengas significativas em relagdo ao DZP: (A) * Veiculo = p<0.05 (P=0.0252).

(B) *** Veiculo = p<0.01, *** Occ-1202 4 mg/kg = p<0.01, *** Occ-1202 20 mg/kg = p<0.01, * Occ-1202 40
mg/kg = p<0.05. n=8 para todos 0s grupos.
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Figura 12. Compara¢do do periodo imdvel total dos animais entre 0s grupos em teste de campo aberto (Open
Field) no PADR em (A) Machos e (B) Fémeas. (*) Diferenca significativa em relagdo ao DZP. Diferencas
significativas: (A) Open Field 1: *** Veiculo = p<0.001, *** Occ-1202 4 mg/kg = P<0.001, *** Occ-1202 20
mg/kg = p<0.001, ** Occ-1202 40 mg/kg = p<0.01. Open Field 2: ** Veiculo = p<0.01, ** Occ-1202 4 mg/kg =
p<0.01, ** Occ-1202 20 mg/kg = p<0.01, *** Occ-1202 40 mg/kg = p<0.001. Open Field 3: * Veiculo = p<0.05,
* Occ-1202 4 mg/kg = P<0.05, * Occ-1202 20 mg/kg = p<0.05, * Occ-1202 40 mg/kg = p<0.05. (B) Open Field
1: * Veiculo = p<0.05, * Occ-1202 4 mg/kg = p<0.05, * Occ-1202 20 mg/kg = p<0.05, * Occ-1202 40 mg/kg =
p<0.05. n=8 para todos 0s grupos.
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Figura 13. Comparacdo do periodo imoével dentro no mesmo grupo nos testes de campo aberto (Open Field) no
PADR em (A) Machos e (B) Fémeas. Analise estatistica ANOVA de duas vias seguido de pds-teste de Tukey. (*)
Diferengas significativas dentro do mesmo grupo. Diferengas significativas: (A) * Occ-1202 4 mg/kg entre os
Open Fields 1 e 2 = p<0.05, * Occ-1202 40 mg/kg entre os Open Fields 2 e 3 = p<0.05. (B) ** DZP entre os Open
Fields 1 e 3 =p<0.01, * Occ-1202 40 mg/kg entre os Open Fields 2 e 3 = p<0.05. n=8 para todos 0s grupos.

4.2.3. Autolimpeza

N&o foram observadas diferencgas significativas no tempo de autolimpeza entre 0s
grupos, tanto nos machos, quanto nas fémeas, no PADU. Os dados do tempo de autolimpeza
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dos animais no PADU foram submetidos ao teste ANOVA de uma via nos machos (Fs, 35 =
0,6126; p>0.05) e nas fémeas (F4,35 = 0,7726; p>0.05) (Figura 14 A e B, respectivamente).

No PADR, no que diz respeito a comparacao da autolimpeza entre os grupos, ndo houve
diferencas significativas em ambos os sexos. Os dados foram submetidos ao teste ANOVA de
duas vias, seguido do pos-teste de Tukey nos machos (tratamento e open field [Fs, 70 = 0,8343;
p>0.05], tratamento [F4, 35 = 2,170; p>0.05]) e nas fémeas (tratamento e open field [Fg, 68 =
0,5470; p>0.05], tratamento [F4,34 = 2,033; p>0.05]) (Figura 15 A e B, respectivamente).

Ainda, com relacdo a comparacao da autolimpeza dentro de um mesmo grupo ao longo
dos OFs, houve diferencas significativas nos machos (tempo [F1,90, 66,15 = 13,89; p<0.0001]) e
nas fémeas (tempo [F1907, 64,85 = 14,24; p<0.0001]) (Figura 16 A e B, respectivamente). Nos
machos, observou-se um aumento de tempo de autolimpeza no grupo veiculo e na menor dose,
ambos entre os desafios 1 e 2 de Campo Aberto. Nas fémeas, a dose maior apresentou um
aumento de autolimpeza no segundo dia de desafio e uma reducédo no terceiro dia de desafio do
Campo aberto quando comparado ao segundo.
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Figura 14. Anélise do tempo de autolimpeza dos animais em teste de campo aberto (Open Field) no PADU em
(A) Machos e (B) Fémeas. Analise estatistica ANOVA de uma via. Nao houve diferengas significativas (p>0.05).
n=8 para todos 0s grupos.
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Figura 15. Comparagdo do tempo de autolimpeza entre os grupos nos testes de campo aberto (Open Field) no

PADR em (A) Machos e (B) Fémeas. Analise estatistica ANOVA de duas vias. Nao houve diferencgas significativas
(p>0.05). n=8 para todos 0s grupos.
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Figura 16. Comparagao do tempo de autolimpeza dentro no mesmo grupo nos testes de campo aberto (Open Field)
no PADR em (A) Machos e (B) Fémeas. Analise estatistica ANOVA de duas vias seguido de pos-teste de Tukey.
(*) Diferengas significativas dentro do mesmo grupo. Diferencas significativas: (A) * Veiculo entre os Open Fields
1 e 2 =p<0.05, * Occ-1202 4 mg/kg entre os Open Fields 1 e 2 = p<0.005. (B) * Occ-1202 40 mg/kg entre os
Open Fields 1 €2, e 2 e 3 =p<0.05. n=8 para todos 0s grupos.

4.2.4. Elevacao

No PADU, houve diferenca no tempo de elevacdo entre 0s grupos de tratamento e o
grupo DZP. Os dados foram submetidos ao teste ANOVA de uma via seguido do pds-teste de
Tukey nos machos (F4, 35 = 4,083; p<0.01) e nas fémeas (Fs,35 = 2,877; p<0.05) (Figura 17 A e
B, respectivamente). Em machos, o grupo DZP teve uma reducdo da elevacao em relacdo aos
grupos veiculo, e as doses de 4 e 20 mg/Kg. Em fémeas, o grupo DZP teve uma reducéo de

elevacdo em relacao ao grupo veiculo.

Houve diferenca entre o tempo de elevacdo dos animais no PADR entre os tratamentos
e 0 grupo DZP. Os dados foram submetidos a ANOVA de duas vias, seguido de pds-teste de
Tukey, nos machos (interacéo tratamento e open field [Fg, 70 = 1,640; p>0.05)], tratamento [F4,
35 = 6,569; p<0.001]) e nas fémeas (interacdo tratamento e open field [Fs es = 1,122; p>0.05],
tratamento [F4, 32 = 2,999; p<0.05]) (Figura 18 A e B, respectivamente). Nos machos, o grupo
DZP teve uma reducdo de elevacdo em relacdo as doses de 4, 20 mg/Kg no OF1, no OF2, a
reducao foi significativa nas 3 doses do tratamento e no OF 3, a reducao foi em relacdo a maior
dose. Em fémeas, o grupo DZP mostrou menos tempo de elevacdo em relacdo a dose de 20
mg/Kg no OFL.

Com relacdo a comparacao da elevacdo dentro do mesmo grupo ao longo dos Open
Fields, ndo foram observadas diferencas. Os dados da elevacdo foram submetidos ao teste
ANOVA de duas vias para os machos (tempo [F1,s90, 66,17 = 5,542; p<0.01]) e para as fémeas
(tempo [F1,957, 66,53 = 2,631; p>0.05]) (Figura 19 A e B, respectivamente).



61

A B
Elevacao Machos PADU Elevacao Femeas PADU
150 150
@ 100 W 100f T
g. * *k g.
£ * £
2 s0F T = 50
0/ T 0 T T T | |
Veiculo DZP 4 20 40 Veiculo DZP I4 20 40 |
| I
Occ-1202 (mg/kg) Occ-1202 (mg/kg)

Figura 17. Analise do tempo de elevagdo dos animais em teste de campo aberto (Open Field) no PADU em (A)
Machos ¢ (B) Fémeas. Analise estatistica ANOVA de uma via seguida de pos teste de Tukey. (¥) Diferenga
significativa em relagdo ao DZP. Diferengas significativas: (A) * Veiculo = p<0.05, * Occ-1202 4 mg/kg = p<0.05,
** Oce-1202 20 mg/kg = p<0.01. (B) * Veiculo = p<0.05. n=8 para todos 0s grupos.
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Figura 18. Comparacdo da elevag@o entre os grupos em teste de campo aberto (Open Field) no PADR em (A)
Machos e (B) Fémeas. (*) Diferenca significativa em relagdo ao DZP. Diferengas significativas: (A) Open Field 1:
* Occ-1202 4 mg/kg = P<0.05, * Occ-1202 20 mg/kg = p<0.05, * Occ-1202 40 mg/kg = p<0.05. Open Field 2:
*#% Occe-1202 4 mg/kg = p<0.001, * Occ-1202 20 mg/kg = p<0.05, * Occ-1202 40 mg/kg = p<0.05. Open Field
3:* Occ-1202 40 mg/kg = p<0.05. (B) Open Field 1: * Occ-1202 4 mg/kg = P<0.05. n=8 para todos 0s grupos.
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Figura 19. Comparagdo da elevag@o dentro no mesmo grupo nos testes de campo aberto (Open Field) no PADR
em (A) Machos e (B) Fémeas. Andlise estatistica ANOVA de duas vias seguido de pos-teste de Tukey. Nao houve
diferengas significativas (p>0.05). n=8 para todos 0s grupos.

4.2.5. Exploracéo

Houve diferenca no tempo de exploracao dos animais no PADU para o grupo DZP, que
teve uma reducdo em relacédo a todos os outros grupos de tratamento em machos e fémeas em
relacdo as 3 doses de tratamento com Occ-1202. Os dados do tempo de exploragdo foram
submetidos ao teste ANOVA de uma via seguido do pds-teste de Tukey nos machos (Fs, 27 =

9,465; p<0.0001) e nas fémeas (F4, 24 = 7,517; p<0.01) (Figura 20 A e B, respectivamente).
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No PADR, houve diferenca no tempo de exploracdo dos animais entre os tratamentos.
O grupo DZP teve uma reducgéo de exploragdo em todos os dias de desafio do OF e em relagdo
a todas as doses do peptideo em machos. Em fémeas, o grupo DZP apresentou uma reducéo de
exploracdo no OF1 com todos o0s outros grupos de tratamento, e no OF2 com os grupos de
tratamento nas doses de 4 e 20 mg/Kg e no OF3 com veiculo e a menor dose do peptideo. Os
dados do tempo de exploracao foram submetidos 8 ANOVA de duas vias, seguido de pos-teste
de Tukey, tanto nos machos (interacdo tratamento e open field [Fs 84 = 2,414; p<0.05],
tratamento [F23s2, 4940 = 14,64; p<0.0001]), quanto nas fémeas (interacdo tratamento e open
field [Fs, 68 = 1,752; p>0.05], tratamento [F4 34 = 6,768; p<0.001]), sendo constatado diferencas
entre os tratamentos em ambos o0s sexos, e no fator tratamento ao longo dos Open Fields nos

machos (Figura 21 A e B, respectivamente).

Por fim, houve diferenga no tempo de exploracdo dentro do mesmo grupo ao longo dos
Open Fields no PADR para as fémeas. Nas fémeas, nas doses de 4 mg/Kg e 40 mg/Kg, houve
uma reducdo da exploracdo no OF1 e OF3 entre essas duas doses. Os dados foram submetidos
ao teste ANOVA de duas vias, ndo sendo constatadas diferencas nos machos (tempo [F2, 21 =
1,683; p>0.05]) e nas fémeas (tempo [Fi7s3, 062 = 8,588; p<0.01]) (Figura 22 A e B,

respectivamente).
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Figura 20. Analise do tempo de exploragdo dos animais em teste de campo aberto (Open Field) no PADU em (A)
Machos e (B) Fémeas. Analise estatistica ANOVA de uma via seguida de pos teste de Tukey. (*) Diferenca
significativa em relagdo ao DZP. Diferengas significativas: (A) * Veiculo = P<0.05, *** Occ-1202 4 mg/kg =
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p<0.001, *** Occ-1202 20 mg/kg = p<0.001, ** Occ-1202 40 mg/kg = p<0.01. (B). *** Occ-1202 4 mg/kg =
p<0.001, ** Occ-1202 20 mg/kg = p<0.001, ** Occ-1202 40 mg/kg = p<0.01. n=8 para todos 0s grupos.
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Figura 21. Comparagdo da exploracdo entre os grupos em teste de campo aberto (Open Field) no PADR em (A)
Machos e (B) Fémeas. (*) Diferencga significativa em relagdo ao DZP. Diferengas significativas: (A) Open Field 1:
* Occ-1202 4 mg/kg = P<0.05, *** Occ-1202 20 mg/kg = p<0.001, *** Occ-1202 40 mg/kg = p<0.001. Open
Field 2: * Veiculo = p<0.05, * Occ-1202 4 mg/kg = p<0.05, ** Occ-1202 20 mg/kg = p<0.01, ** Occ-1202 40
mg/kg = p<0.01. Open Field 3: * Veiculo = p<0.05, * Occ-1202 4 mg/kg = p<0.05, ** Occ-1202 20 mg/kg =
p<0.01, ** Occ-1202 40 mg/kg = p<0.01. (B) Open Field 1: ** Veiculo = p<0.01, ** Occ-1202 4 mg/kg = P<0.01,
* Oce-1202 20 mg/kg = p<0.05, * Occ-1202 40 mg/kg = p<0.05. Open Field 2: ** Occ-1202 20 mg/kg = p<0.01,
* Occ-1202 40 mg/kg = p<0.05. Open Field 3: * Veiculo = p<0.05, * Occ-1202 4 mg/kg = p<0.05, ** Occ-1202

20 mg/kg = p<0.01. n=8 para todos 0s grupos.
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Figura 22. Comparacao da exploracdo dentro do mesmo grupo nos testes de campo aberto (Open Field) no PADR
em (A) Machos e (B) Fémeas. Analise estatistica ANOVA de duas vias seguido de pos-teste de Tukey. (*)
Diferencas significativas dentro do mesmo grupo. Diferengas significativas: (A) ** Occ-1202 4 mg/kg entre os
Open Fields 1 e 2 = p<0.01. (B) * Occ-1202 4 mg/kg entre os Open Fields 1 ¢ 3 = p<0.05, * Occ-1202 40 mg/kg
entre os Open Fields 1 e 3 = p<0.05. n=8 para todos 0s grupos.

4.3. Massa e Volume dos Orgéos

4.3.1. Massa dos 6rgaos

4.3.1.1. Cérebros

Com relacdo a massa dos cérebros dos animais, ndo foram observadas diferencas entre
0s grupos em ambos 0s modelos. Os dados sobre a massa (g) dos cérebros dos animais foram
submetidos ao teste ANOVA de uma via em machos (Fs, 35 = 0,3549; p>0.05) e fémeas (F4, 35
= 0,2610; p>0.05) do PADU (Figura 23), e em machos (Fs, 35 = 1,249; p>0.05) e fémeas (F4,34
=1,602; p>0.05) do PADR (Figura 24 A e B, respectivamente).
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Figura 23. Analise da massa dos cérebros no PADU em (A) Machos e (B) Fémeas. Analise estatistica ANOVA de
uma via. Nao houve diferencas significativas entre os grupos (p>0.05). n=6 para todos 0s grupos.
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Figura 24. Analise da massa dos cérebros no PADR em (A) Machos e (B) Fémeas. Analise estatistica ANOVA de
uma via. Nao houve diferengas significativas entre os grupos (p>0.05). n=8 para todos 0s grupos.

4.3.1.2. Figados

Quanto a massa dos figados dos animais, ndo houve diferencas entre os grupos em

ambos os modelos. Os dados sobre as massas (g) dos figados dos animais foram submetidos ao
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teste ANOVA de uma via em machos (Fs, 35 = 1,378; p>0.05) e fémeas (F4, 35 = 0,3335; p>0.05)
do PADU (Figura 23 A e B, respectivamente), e em machos (Fs, 35 = 0,8734; p>0.05) e fémeas
(Fa,34 = 0,7987; p>0.05) do PADR (Figura 25 A e B, respectivamente).
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Figura 25. Analise da massa dos figados no PADU em (A) Machos ¢ (B) Fémeas. Analise estatistica ANOVA de
uma via. Nao houve diferencas significativas entre os grupos (p>0.05). n=8 para todos 0s grupos.

B
Massa dos Figados - PADR Machos Massa dos Figados - PADR Fémeas
251 25
L -
2.0 20k
—_— T
1.5} 2,5+
©
n
o g 1.0
=
0.5 o5k
0.0
Veiculo DZP 4 20 40 00— ' ' l l
| | Veiculo DZP 4 20 40

| J
Occ-1202 (mg/kg) 0Occ-1202 (mglkg)

Figura 26. Analise da massa dos figados no PADR em (A) Machos e (B) Fémeas. Analise estatistica ANOVA de
uma via. Nao houve diferengas significativas entre os grupos (p>0.05). n=8 para todos 0s grupos.
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4.3.1.3. Pulmoes

N&o houve diferencas entre 0s grupos no que diz respeito a massa dos pulmdes, em
ambos os modelos. Os dados sobre a massa dos pulmdes foram submetidos ao teste ANOVA
de uma via, em machos (F4, 35 = 0,3360; p>0.05) e fémeas (F4, 35 = 0,3442; p>0.05) do PADU
(Figura 27 A e B, respectivamente), e em machos (Fs4, 35 = 1,233; p>0.05) e fémeas (Fs, 34 =
0,1437; p>0.05) do PADR (Figura 28 A e B, respectivamente).
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Figura 27. Analise da massa dos pulmdes no PADU em (A) Machos e (B) Fémeas. Analise estatistica ANOVA de
uma via. Nao houve diferencas significativas entre os grupos (p>0.05). n=8 para todos 0s grupos.
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Figura 28. Analise da massa dos pulmdes no PADR em (A) Machos e (B) Fémeas. Analise estatistica ANOVA de

uma via. Nao houve diferengas significativas entre os grupos (p>0.05). n=8 para todos 0s grupos.

4.3.1.4. Rins

Por fim, ndo foram observadas diferencas entre os grupos no que diz respeito a massa
dos rins, em ambos os modelos. Os dados das massas dos rins foram submetidos ao teste
ANOVA de uma via, em machos (Fs, 35 = 2,113; p>0.05) e fémeas (Fs, 35 = 0,6774; p>0.05) do
PADU (Figura 29 A e B, respectivamente), e em machos (F4,35 = 0,6533; p>0.05) e fémeas (F4,
34 = 2,282; p>0.05) do PADR (Figura 30 A e B, respectivamente).
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Figura 29. Analise da massa dos rins no PADU em (A) Machos e (B) Fémeas. Analise estatistica ANOVA de uma
via. Ndo houve diferencas significativas entre os grupos (p>0.05). n=8 para todos 0s grupos.
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Figura 30. Anélise da massa dos rins no PADR em (A) Machos e (B) Fémeas. Anélise estatistica ANOVA de uma

via. Nao houve diferencas significativas entre os grupos (p>0.05). n=8 para todos 0s grupos.

4.3.2. Volume dos 6rgaos

4.3.2.1. Cérebros

Quanto ao volume dos cérebros, ndo foram observadas diferencas significativas entre
0s grupos em ambos 0s modelos Os dados dos volumes dos cérebros foram submetidos a
ANOVA de uma via no PADU, em machos (Fs, 25 = 1,326; p>0.05) e fémeas (Fs, 24 = 1,264;
p>0.05) (Figura 31 A e B, respectivamente) e no PADR, em machos (Fs, 35 = 0,4214; p>0.05)
e fémeas (Fs,34 = 1,051; p>0.05) (Figura 32 A e B, respectivamente).
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Figura 31. Analise do volume dos cérebros no PADU em (A) Machos e (B) Fémeas. Analise estatistica ANOVA
de uma via. Nao houve diferengas significativas entre os grupos (p>0.05). n=6 para todos 0s grupos.
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Figura 32 Analise do volume dos cérebros no PADR em (A) Machos e (B) Fémeas. Analise estatistica ANOVA
de uma via. Ndo houve diferengas significativas entre os grupos (p>0.05). n=8 para todos 0s grupos.

4.3.2.2. Figados

Quanto ao volume dos figados, ndo foram observadas diferencgas entre os tratamentos

no PADU e no PADR (Figuras 33 A e B; Figura 34 A e B; machos e fémeas, respectivamente).

Os dados sobre os volumes dos figados foram submetidos ao teste ANOVA de uma via no
PADU, em machos (F, 25 = 2,183; p>0.05) e fémeas (F4, 24 = 0,5479; p>0.05), e no PADR, em
machos (Fa4, 35 = 2,404; p>0.05) e fémeas (Fs, 32 = 1,325; p>0.05).
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Figura 33. Analise do volume dos figados no PADU em (A) Machos e (B) Fémeas. Analise estatistica ANOVA de
uma via. Ndo houve diferengas significativas entre os grupos (p>0.05). n=8 para todos 0s grupos.
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Figura 34. Analise do volume dos figados no PADR em (A) Machos e (B) Fémeas. Analise estatistica ANOVA de
uma via. Nao houve diferengas significativas entre os grupos (p>0.05). n=8 para todos 0s grupos.

4.3.2.3. Pulmdes

No que diz respeito ao volume dos pulmdes, foi observada diferenca apenas nas fémeas

do PADU (dose de 4mg/kg) em relacdo ao grupo veiculo. Os dados sobre os volumes dos

figados foram submetidos ao teste ANOVA de uma via no PADU, em machos (Fs, 2s = 0,5627;
p>0.05) e fémeas (F4, 24 = 3,035; p<0.05), e no PADR, em machos (Fs, 35 = 0,8161; p>0.05) e
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fémeas (F4,34 = 0,3564; p>0.05). Foram observadas diferencas significativas apenas nas fémeas
do PADU (p<0.05) (Figuras 35 A e B; 36 A e B, macho e fémea, respectivamente).
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Figura 35. Analise do volume dos pulmdes no PADU em (A) Machos e (B) Fémeas. Analise estatistica ANOVA
de uma via. (#) Diferencas significativas em rela¢do ao grupo veiculo: (B) # Occ-1202 4 mg/kg = p<0.05. n=8
para todos 0s grupos.
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Figura 36. Analise do volume dos pulmdes no PADR em (A) Machos e (B) Fémeas. Analise estatistica ANOVA
de uma via. Ndo houve diferengas significativas entre os grupos (p>0.05). n=8 para todos 0s grupos.
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4.3.2.4. Rins

Por fim, no que diz respeito aos dados sobre o volume dos rins, houve diferenca
significativa nas fémeas no PADR, com um aumento do volume do Rim no grupo DZP em
relacdo ao grupo veiculo. Os dados dos volumes dos rins foram submetidos ao teste ANOVA
de uma via, seguido de pds-teste de Tukey, tanto no PADU, em machos (Fs, 25 = 0,9087; p>0.05)
e em fémeas (Fs4, 24 = 0,3645; p>0.05) (Figura 37 A e B, respectivamente), quanto no PADR,
em machos (Fs, 35 = 0,2090; p>0.05) e em fémeas (F4, 32 = 2,927; p<0.05) (Figura 38 A e B,
respectivamente).

A B
Volume dos Rins - PADU Machos Volume dos Rins - PADU Fémeas
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Veiculo DzP I4 20 40 | Veiculo DZP 4 20 40
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Figura 37. Analise do volume dos rins no PADU em (A) Machos e (B) Fémeas. Analise estatistica ANOVA de
uma via. Nao houve diferencas significativas entre os grupos (P>0.05). n=8 para todos 0s grupos.
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Figura 38. Analise do volume dos rins no PADR em (A) Machos e (B) Fémeas. Analise estatistica ANOVA de
uma via seguida de pos-teste de Tukey. * Diferenca significativa em relagdo ao DZP. Diferencas significativas: (B)

* Veiculo = p<0.05. n=8 para todos 0s grupos.

4.4. Anélise Bioquimica e Hematoldgica

4.4.1. Andlises Bioquimicas

Foram realizadas analises bioquimicas nas amostras de sangue coletadas dos animais no

PADR. Os parametros analisados foram ALT, AST, Uréia e Creatinina.

4411 ALT

N&o foram constatadas diferencas significativas nos niveis de ALT entre nos grupos,
tanto nos machos quanto nas fémeas. Os dados obtidos sobre os niveis de ALT foram
submetidos 8 ANOVA de uma via para os machos (Fs, 13 = 1,313; p>0.05) e para as fémeas (Fs,

9 = 1,562; p>0.05) (Figura 39 A e B, respectivamente).
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Figura 39. Avaliacdo dos niveis de ALT no PADR (A) Machos e (B) Fémeas. Analise estatistica ANOVA de uma
via. Nao houve diferencas significativas (p>0.05). (A) n=4 para Veiculo, DZP e Occ-1202 40 mg/kg; n=3 para
Occ-1202 4 mg/kg e Occ-1202 20 mg/kg. (B) n=3 para todos os grupos, exceto veiculo (n=2).

44.1.2. AST

Quanto aos niveis de AST, ndo foram constatadas diferencas significativas entre nos
grupos, tanto nos machos quanto nas fémeas. Os dados obtidos sobre os niveis de ALT foram
submetidos &8 ANOVA de uma via para os machos (Fs, 13 = 1,458; p>0.05) e para as fémeas (Fs,

9 = 0,5486; p>0.05) (Figura 40 A e B, respectivamente).
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Figura 40. Avaliagdo dos niveis de AST no PADR (A) Machos e (B) Fémeas. Analise estatistica ANOVA de uma

via. Ndo houve diferengas significativas (P>0.05). (A) n=4 para Veiculo, DZP e Occ-1202 40 mg/kg; n=3 para

Occ-1202 4 mg/kg e Occ-1202 20 mg/kg. (B) n=3 para todos os grupos, exceto veiculo (n=2).

4.4.1.3. Ureia

No que diz respeito aos niveis de Ureia, ndo foram constatadas diferencas entre os
grupos. Os dados foram submetidos 8 ANOVA de uma via nos machos (Fs,13 = 0,6515; p>0.05)

e nas fémeas (F4, 9 = 0,4586; p>0.05). Ndo foram observadas diferencas significativas entre 0s

grupos, em ambos 0s sexos (p>0.05) (Figura 41 A e B, respectivamente).
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Figura 41. Avaliacdo dos niveis de Uréia no PADR (A) Machos e (B) Fémeas. Analise estatistica ANOVA de uma
via. Ndo houve diferengas significativas (p>0.05). (A) n=4 para Veiculo, DZP e Occ-1202 40 mg/kg; n=3 para
Occ-1202 4 mg/kg e Occ-1202 20 mg/kg. (B) n=3 para todos os grupos, exceto veiculo (n=2).

4.4.1.4. Creatinina

Por fim, os dados sobre os niveis de creatinina ndo apresentaram diferenca entre os
grupos. Os dados foram submetidos ao teste de ANOVA de uma via nos machos (Fs,13 = 1,533;
p>0.05) e nas fémeas (Fs,9 = 0,5307; p>0.05). Nao foram observadas diferencas significativas

entre 0s grupos, em ambos 0s sexos (p>0.05) (Figura 42 A e B, respectivamente).
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Figura 42. Avaliacdo dos niveis de Creatinina no PADR (A) Machos e (B) Fémeas. Analise estatistica ANOVA de
uma via. Ndo houve diferencas significativas (p>0.05). (A) n=4 para Veiculo, DZP e Occ-1202 40 mg/kg; n=3
para Occ-1202 4 mg/kg e Occ-1202 20 mg/kg. (B) n=3 para todos os grupos, exceto veiculo (n=2).

Apesar de ndo ter havido diferencas significativas entre os grupos nos diferentes
parametros bioquimicos analisados, quando comparados aos valores de referéncia obtidos na
literatura, ¢ possivel observar dados destoantes das médias e dos intervalos citados nas
referéncias. Nos machos, ALT, AST e Ureia apresentaram dados que se enquadram nos valores
de referéncia em todos os grupos. No entanto, todos os grupos apresentaram valores de

creatinina menores do que os valores de referéncia (Tabela 2).

Nas fémeas, todos os grupos, exceto veiculo, apresentaram valores de ALT em

conformidade com os dados de referéncia, sendo os valores do grupo veiculo inferiores. Nas
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observacdes dos niveis de AST, apenas o grupo Occ-1202 20 mg/kg apresentou valores
diferentes (maiores) dos dados de referéncia, estando os demais grupos de acordo com os
valores referentes. Quanto aos niveis de Ureia, o grupo controle apresentou valores inferiores
aos de referéncia, ndo havendo diferencas nos demais grupos. Por fim, todos os grupos

apresentaram valores de creatinina inferiores aos valores de referéncia (Tabela 3).

Tabela 2 - Pardmetros bioquimicos obtidos ap6s o tratamento e valores de referéncia para camundongos Swiss

para machos.

Occ-1202 Occ-1202  Occ-1202  Valores de

Veiculo DZp 4mg/kg 20mg/kg 40 mg/kg Referéncia

ALT (UI/L) 78,25+18,4 555+14,2 54,7+22,6 753+21,9 61,75£156 62,0+4,0

AST (UI/L) 319,5+74,6 165+97,1 203+117 356,3+220 219,75+111 277,0+18,0

Uréia
(mg/dL) 51+8,5 58+10,0 56,3+7,6 50,338 51,75+#8,1  47,0+4,0
Creatinina 0,225¢0,1  02+0,1  0,13+0,1  0,2+0,0 0,15+0,1 0,4£0,0
(mg/dL)

(Castello Branco, 2011; LIMA, 2018; Santos et al., 2016).

Tabela 3 - Parametros bioquimicos obtidos ap6s o tratamento e valores de referéncia para camundongos Swiss

para fémeas.

Occ-1202  Occ-1202 Occ-1202 Valores de

Veiculo pZpP 4mg/kg  20mg/kg 40 mg/kg Referéncia

ALT (UI/L) 54£57 66,3+1,5 66+1 70,7+15,9 57,3+9,1 70,6+4,5

AST (UI/L) 249+11,3  345+205,3 251+58,6  314+425  244,3+48,4 234,0+7,6

uréla = 565149 3934219 36,7421 41,7+131  33,7+11,6 35,0+1,3
(mg/dL)
Creatinina 10,01 (9234015 013+0,1  017+01 017401 0.4+0,0
(mg/dL)

(Castello Branco, 2011; LIMA, 2018; Santos et al., 2016).
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4.4.2. Hematotoxicidade

Para avaliacdo da hematotoxicidade, foi feita a analise do sangue coletado (hemograma)
para avaliagdo de hematocritos (HCT), hemacias, hemoglobina (Hb), leucécitos, mondcitos,
linfdcitos, eosinofilos, baséfilos e volume plaquetario (Tabela 4 e 5, machos e fémeas,

respectivamente).

Os dados foram comparados com dados provenientes de biotérios de outras
universidades para avaliacdo dos parametros. Desta forma, os machos do grupo Occ-1202 4
mg/kg apresentaram leves alteracGes no HCT e nos Leucdcitos, quando comparado aos valores
de referéncia. Todos os machos avaliados apresentaram alteracbes nos mondcitos. Ainda, 0s
animais do grupo Occ-1202 40 mg/kg apresentaram porcentagem de segmentados alterada

quando comparado aos valores de referéncias (Tabela 4).

Nas fémeas, o animal do grupo veiculo apresentou leves alteracbes em relacdo a
porcentagem de HCT, quando comparado aos valores de referéncia. Todos os animais
apresentaram valores levemente mais altos de hemoglobina, leucdcitos, linfécitos e plaquetas
em relacdo aos valores de referéncia. Com relagdo aos mondcitos, todos os animais, exceto o
do grupo veiculo, exibiram alteracbes quando comparados aos valores de referéncia,
especialmente o animal que recebeu a dose intermediaria do peptideo (20 mg/kg). Por fim, os
animais dos grupos tratados com o peptideo apresentaram um aumento na porcentagem de
eosinofilos em comparagdo aos valores de referéncia (Tabela 5).

Tabela 4 - Pardmetros hematoldgicos obtidos apos os tratamentos e valores de referéncia para camundongos Swiss

machos.

A . Occ-1202 4 Occ-1202 40 Valores de

Parametros Veiculo N
mg/kg mg/kg Referéncia

HCT (%) 42,1 47,1 41,4 39+1,40
Hemacias (x10%/mm3) 9,53 10,79 8,76 9,19 +3,35

Hemoglobina (g/dL) 14,7 16,6 145 15+ 3,6
Leucdcitos (mms3) 7,13 10,42 5,68 7,74 £2,95

Monacitos (%) 6,6 12,4 7,1 2,84+1,03
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Linfocitos (%) 76,6 72,5 64 68,00 + 8,36
Segmentados (%) 14,3 12,6 25,1 13.7+45
Eosindfilos (%) 2,5 2,5 3,7 2,12 +1,09
Basofilos (%0) 0 0 0,1 0
Plaquetas (x103/mmg) 1498 1341 1537 1419,4+186,6

(Castello Branco, 2011; LIMA, 2018; Santos et al., 2016)

Tabela 5 - Pardmetros hematoldgicos obtidos apds o tratamento e valores de referéncia para camundongos Swiss

para fémeas.

Occ-1202 4 Occ-1202 20

Parémetros Veiculo DzP markg markg Valores de Referéncia
HCT (%) 43,8 39,2 38,1 38,3 38,44 + 3,93
Hemécias (x106/mms) 9,48 8,49 8,66 8,1 7,3+2,01
Hemoglobina (g/dL) 15,4 14,5 14,1 13,7 11,85+ 1,56
Leucdcitos (mm3) 7,98 8,72 8,72 7,53 58+0,5
Mondcitos (%6) 34 48 38 12,4 2,68+ 1
Linfécitos (%0) 84,7 79 79,1 61,1 71,76 £5,9
Segmentados (%) 9,9 13 12 19,2 VNI*
Eosindfilos (%) 2 3,2 5 73 2,16+ 1,71
Basofilos (%0) 0 0 0,1 0 0
Plaquetas (x103mm3) 1304 1585 1319 1212 1030+ 55

*VNI = valor ndo informado

(Castello Branco, 2011; LIMA, 2018; Santos et al., 2016).

4.5. Analises Histopatologicas
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Ap0s 0s ensaios comportamentais, 0s animais tiveram os cérebros, figados, pulmdes e
rins coletados para analises histopatoldgicas. Fatias histologicas (50 pM) foram obtidas em
criostato, as laminas histologicas foram montadas e submetidas a coloracdo de H.E.
Posteriormente, as ldaminas foram fotografadas em microscopio Optico, ndo sendo observadas

alteracOes nas laminas quando comparadas aos grupos veiculo, em cada 6rgao.

Vale ressaltar que foram montadas aproximadamente 700 laminas, das quais foram
obtidas cerca de 6.300 fotos. Todas as laminas e fotografias foram analisadas qualitativa e
descritivamente, para detectar auséncia e presenca de alteracdes morfoldgicas, bem como quais
alteragcOes estariam presentes. Ndo foram observadas nenhuma alteracdo morfoldgica e
estrutural em decorréncia dos tratamentos, quando comparados ao grupo controle (veiculo).
Ademais, é possivel observar uma pequena mancha em todas as fotografias, decorrentes de uma

sombra na lente do microscépio utilizado.

No entanto, apesar de nao terem sido observadas diferencas na analise das laminas
histopatoldgicas, foram observadas alteragdes morfoldgicas nos figados dos animais que
receberam tratamento com a dose intermediaria (20 mg/kg) e mais alta (40 mg/kg) do peptideo
no PADR. Estas alteraces foram observadas em 37,5% das fémeas e 25% dos machos tratados
com a dose intermediaria do peptideo; e em 37,5% das fémeas e 50% dos machos tratados com
a dose mais alta de Occ-1202 (Figura 43 A - H). Mediante consulta com o patologista Prof. Dr.
Fabiano José Ferreira de Sant'/Ana (Hospital Veterinario da Universidade de Brasilia), foi
identificado que estas alteracdes aparentemente se tratavam de neoplasias de carater lipidico

(lipomas).
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Figura 43. Imagens representativas das alteragdes observadas nos figados extraidos dos animais que receberam
dose intermedidria (20 mg/kg) e dose mais alta (40 mg/kg) do peptideo Occ-1202 no PADR. A e B: Fémeas Occ-
1202 20 mg/kg (n=3). C e D: Machos Occ-1202 20 mg/kg (n=2). E e F: Fémeas Occ-1202 40 mg/kg (n=3). G e
H: Machos Occ-1202 40 mg/kg (n=4).

Abaixo, estdo fotografias representativas de cada 6rgdo em cada grupo dos modelos
agudo e crénico, em ambos 0s sexos (Figuras 44 a 51; A-E: machos. F-J: fémeas. A e F: veiculo.
B e G: DZP. C e H: Occ-1202 4 mg/kg. D e I: Occ-1202 20 mg/kg. E e J: Occ-1202 40 mg/kg).
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Machos Fémeas

Figura 44. Imagens das sec¢des coronais (50um) da formag&o hipocampal (aumento de 10x) no PADU, mostrando
a organizacdo das camadas celulares, submetidas a técnica de coloragdo de H.E. A-E: machos. F-J: fémeas. Ae F:
veiculo. B e G: DZP. C e H: Occ-1202 4 mg/kg. D e I: Occ-1202 20 mg/kg. E e J: Occ-1202 40 mg/kg. Nao foram
observadas altera¢des. N=6 para todos 0s grupos.
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Machos Fémeas

Figura 45. Imagens das secgdes coronais (S0um) da formacdo hipocampal de camundongos (aumento de 10x) no
PADR, mostrando a organizacdo das camadas celulares, submetidas a técnica de coloragdo de H.E. A-E: machos.
F-J: fémeas. A e F: veiculo. B e G: DZP. C e H: Occ-1202 4 mg/kg. D e I: Occ-1202 20 mg/kg. E e J: Occ-1202
40 mg/kg. Nao foram observadas alteragdes. n=8 para todos 0s grupos.
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Machos Fémeas

Figura 46. Imagens das sec¢des dos figados (50 um) no PADU (aumento de 10x), submetidas a coloragdo H.E.
A-E: machos. F-J: fémeas. A e F: veiculo. B e G: DZP. C e H: Occ-1202 4 mg/kg. D e I: Occ-1202 20 mg/kg. E e
J: Occ-1202 40 mg/kg. Nao foram observadas alteragdes nas laminas. n=8 para todos 0s grupos.



87

Machos Fémeas

Figura 47. Imagens das secc¢des dos figados (50 um) no PADR (aumento de 10x), submetidas a coloragdo H.E. A-
E: machos. F-J: fémeas. A e F: veiculo. B e G: DZP. C e H: Occ-1202 4 mg/kg. D e I: Occ-1202 20 mg/kg. E e J:
Occ-1202 40 mg/kg. Nao foram observadas alteragdes nas laminas. n=8 para todos 0s grupos. n=8 para todos 0s
grupos.
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Figura 48. Imagens das secgdes dos pulmdes (50 um) no PADU (aumento de 10x), submetidas a coloragdo H.E.
A-E: machos. F-J: fémeas. A e F: veiculo. B e G: DZP. C e H: Occ-1202 4 mg/kg. D e I: Occ-1202 20 mg/kg. E e
J: Occ-1202 40 mg/kg. Nao foram observadas alteragdes nas laminas. n=8 para todos 0s grupos.
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Machos Fémeas

Figura 49. Imagens das secgdes dos pulmdes (50 pm) no PADR (aumento de 10x), submetidas a coloragdo H.E.
A-E: machos. F-J: fémeas. A e F: veiculo. B e G: DZP. C e H: Occ-1202 4 mg/kg. D e I: Occ-1202 20 mg/kg. E e
J: Occ-1202 40 mg/kg. Nao foram observadas alteragdes nas laminas. n=8 para todos 0s grupos.
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Machos Fémeas

Figura 50. Imagens das secg¢des dos rins (50 pum) no PADU (aumento de 10x), submetidas a coloragdo H.E. A-E:
machos. F-J: fémeas. A e F: veiculo. B e G: DZP. C e H: Occ-1202 4 mg/kg. D e I: Occ-1202 20 mg/kg. E e J:
Occ-1202 40 mg/kg. Nao foram observadas alteragdes nas laminas. n=8 para todos 0s grupos.
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Machos Fémeas

Figura 51. Imagens das sec¢des dos rins (50 um) no PADR (aumento de 10x), submetidas a coloragdo H.E. A-E:
machos. F-J: fémeas. A e F: veiculo. B e G: DZP. C e H: Occ-1202 4 mg/kg. D e I: Occ-1202 20 mg/kg. E e J:
Occ-1202 40 mg/kg. Nao foram observadas alteragdes nas laminas. n=8 para todos 0s grupos.
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4.6. Quantificacdo de Proteinas

Foram obtidos, mediante leitura a 562nm em espectrometro, cerca de 2360 pg/mL de
proteina provenientes das amostras ndo diluidas de sinaptossoma, sendo suficientes para serem
utilizadas nos ensaios de competicdo com radioligantes, que requerem cerca de 100 pg totais
de proteina por poco (Campos, 2020).

4.7. ldentificacdo do alvo farmacoldgico por ensaio de competicdo com radioativos

Para se avaliar possiveis alvos farmacologicos do peptideo, foram realizados ensaios de
competicdo com neurotransmissores (GABA e Glutamato) marcados com tricio, um is6topo
radioativo de hidrogénio.

Para avaliar a competicdo entre a Occidentalina-1202 e o neurotransmissor GABA
foram realizados trés ensaios independentes, em triplicata (Figura 52), em 7 concentracGes
diferentes do peptideo. O resultado indicou ndo haver competicdo entre os dois, dado que as
diferentes concentragfes de Occ-1202 alteraram minimamente a ligacdo entre o GABA

marcado radioativamente e 0s receptores sinaptossomais.

Diferentemente dos dados obtidos nos ensaios de competicdo com GABA, o resultado
de dois ensaios independentes (um em triplicata e o outro em duplicata) revelaram alta afinidade
entre a Occidentalina-1202 e o sitio de ligacdo de glutamato (Figura 2), apresentando uma

competicdo de quase 100% ainda nas menores concentracdes do peptideo.
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Figura 52. Ensaio de competigdo entre o peptideo Occidentalina-1202 ¢ o neurotransmissor GABA marcado com

tricio. Os resultados indicam auséncia de a¢do do peptideo no modelo. Dados representando média + erro padréo

da média de trés ensaios independentes.
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Figura 53. Ensaio de competi¢ao entre o peptideo Occidentalina-1202 e o neurotransmissor glutamato marcado
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com tricio. Os resultados indicam que ha competicdo entre o peptideo e o neurotransmissor glutamato no modelo.

Dados representando média + erro padrdo da média de dois ensaios independentes.

5. Discussao

Apesar dos inimeros FAEs atualmente disponiveis e dos esfor¢os no desenvolvimento de
novas terapias farmacologicas, um terco dos pacientes com epilepsia permanecem resistentes
ao tratamento (Golyala and Kwan, 2017). Além disso, a quantidade substancial de efeitos
adversos associados a essas terapias muitas vezes impossibilita sua aplicacdo clinica (Ldscher
et al., 2013). Em vista do exposto, é de suma importancia que novas terapias, mais eficazes e
com menos efeitos adversos associados, sejam desenvolvidas para o combate da ER

(R6mermann et al., 2015).

Nesse contexto, as peconhas de animais ganharam destaque nos ultimos anos no
desenvolvimento de novos farmacos para doencas neuroldgicas, incluindo a Epilepsia. Dentre
estas peconhas, a de artrépodes — particularmente — é bastante estudada devido as moléculas
neuroativas presentes em sua composic¢do, possuindo um grande potencial terapéutico no

desenvolvimento de novos tratamentos para condi¢des do SNC (Silva et al., 2015).

Desta forma, o peptideo Occidentalina-1202 surgiu como uma das alternativas potenciais
no tratamento de ER, sendo altamente eficaz e ndo exibindo efeitos tdxicos nos modelos agudo
e cronico de ELT. Assim, tendo em vista o potencial da Occ-1202 como ferramenta de estudos
e tratamento da ER, a investigacdo de sua seguranca farmacoldgica, toxicidade e elucidacéo de
seus possiveis alvos farmacol6gicos torna-se essencial e foi foco da presente pesquisa.

Nesse contexto, o presente estudo acessou a toxicidade do peptideo Occidentalina-1202 em
camundongos Swiss Mus musculus (machos e fémeas) sadios, a fim de se elucidar sua
seguranca farmacoldgica e efeitos adversos. Ainda, os possiveis alvos farmacoldgicos do
peptideo também foram investigados por meio de ensaios de competicdo com 0s
neurotransmissores GABA e glutamato. A escolha das doses de administracdo da Occ-1202 se
deu com base em sua dose terapéutica (4 mg/kg), estabelecendo-se uma margem de até 10x a
dose de tratamento, tanto com base em dados descritos em testes de toxicidade de FAEs, como

de peptideos utilizados no tratamento de epilepsia e de outras doengas.
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O estabelecimento do uso dos protocolos utilizados para as investigacdes neste estudo
foi feito com base no “guia para conducao de estudos ndo clinicos de toxicologia e seguranca
farmacologica necessarios ao desenvolvimento de medicamentos” da ANVISA (Agéncia de
Vigilancia Sanitaria, 2013). Esse guia é aceito no Brasil para a conducdo de estudos pré-
clinicos, estabelecendo os aspectos a serem avaliados na conduc¢do do estudo. Ainda, as
exigéncias estabelecidas neste guia encontram-se em conformidade com as exigéncias para
conducéo de estudos pré-clinicos estabelecidas por outros 6rgaos estrangeiros, como o Federal
Drug Administration (FDA) dos Estados Unidos (FDA, 2023) e com EMA (European
Medicines Agency) da Europa (EMA, 2023).

Desta forma, na avaliacdo da toxicidade, foram empregados dois protocolos: protocolo de
administracdo de dose Unica e protocolo de administracdo de doses repetidas. No PADU (14
dias) os animais foram tratados apenas uma vez, no primeiro dia, e observado nos demais. No
PADR a administragdo dos tratamentos se deu diariamente durante 28-30 dias do modelo.
Ademais, além dos grupos controle (Veiculo e DZP), foram estabelecidos grupos de trés doses
distintas do peptideo (4, 20 e 40 mg/kg). Assim, o estudo atendeu as conformidades
estabelecidas no guia da ANVISA no que diz respeito aos estudos de toxicidade de dose aguda

e de doses repetidas (Agéncia de Vigilancia Sanitéaria, 2013).

Durante o periodo de observacdo dos modelos, os animais tiveram sua massa corporal
avaliada diariamente, bem como surgimento de possiveis alteracOes fisiologicas para investigar
a possivel toxicidade dos tratamentos. Em ambos 0s modelos, 0s animais apresentaram
integridade fisioldgica e aspecto saudavel em todos os grupos de tratamento (veiculo, DZP,
Occ-1202 4 mg/kg, Occ-1202 20 mg/kg e Occ-1202 40 mg/kg) durante o periodo de
observacdo, ndo havendo distin¢do entre os grupos controle e os grupos tratados com o
peptideo. Todos os grupos apresentaram ganho de massa corporal considerado normal, sem
distingdo entre os tratamentos, em ambos 0s modelos e sexos, como é esperado e observado em
animais saudaveis (Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Alfenas, disponivel em:

https://www.unifal-mg.edu.br/cebio/camundongo-swiss/).

Para se avaliar a toxicidade do peptideo no organismo dos animais, ao final do periodo de
observacdo dos modelos os animais foram eutanasiados e tiveram seus cérebros, figados,
pulmdes e rins removidos para analises. Os 6rgdos tiveram sua massa e volume medidos e

aspecto fisiologico geral inspecionado.
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A Occidenalina-1202, na dose terapéuticas (4 mg/kg), foi bem tolerada, tendo em vista que
nédo induziu efeitos de alteragdo no comportamento geral espontdneo e nem nos parametros
fisioldgicos dos animais, como o0 ganho de massa e massa dos 6rgdos. Ademais, foi constatado
que a dose terapéutica apresentou um aumento do volume dos pulmdes nas fémeas do PADU.
Esta alteracdo necessita de mais investigagOes, tendo em vista que pode ter ocorrido em
decorréncia da variabilidade na execucdo técnica para inflar os pulmdes, dado que o mesmo

ndo foi observado no PADR e nem nas doses mais altas do peptideo.

Dentre as toxinas mais estudadas no controle de crises epilépticas, a conotoxina, o CII9, o
BmK AEP, e peptideos extraidos das peconhas de aranhas se destacam (Corona et al., 2003;
Jackson and Scheideler, 1996; Pinheiro et al., 2006; Zhang et al., 2019). Estudos anteriores
mostraram que o CII9, em sua dose de tratamento (7 ng via i.c.v) em ratos fez com que 0s
animais exibissem sonoléncia e sedacao 5-8 minutos ap6s a administracdo. Da mesma maneira,
peconhas de vespas também tém sido amplamente investigadas por seu potencial antiepiléptico.
Estudos anteriores demonstraram que a pegonha desnaturada da vespa Polybia ignobilis foi
capaz de proteger os animais contra crises induzidas pelos epilépticos padrdes bicuculina,
picrotoxina e &cido cainico, apresentando DL50 de 0,08 mg/animal (via i.c.v.) (Siqueira Cunha
et al., 2005).

Nas doses de 20 e 40 mg/kg, também houve uma boa tolerdncia do peptideo,
considerando-se que ndo foram observadas alteracdo no comportamento geral espontaneo dos
animais e nem nos parametros fisiolégicos, como o ganho de massa corporal e massa e volume

dos 6rgaos.

Com o intuito de se avaliar possiveis alteracdes histopatologicas causadas pelo peptideo
Occ-1202, a coloracdo de H.E. foi empregada em todos os 6rgdos coletados para analise
morfologica. Essas analises demonstraram que nao foram produzidas alteracfes morfoldgicas
nos tecidos, nas diferentes doses de tratamento, quando comparados ao grupo veiculo,

apontando para a seguranca do peptideo, principalmente em sua dose terapéutica (4 mg/kg).

No entanto, apesar de ndo terem sido constatadas diferencas na andlise das laminas
histopatoldgicas, foram observadas alteracdes morfolégicas macroscopicas nos figados dos
animais que receberam tratamento com a dose intermediaria (20 mg/kg) e mais alta (40 mg/kg)
do peptideo no PADR, sendo identificado que estas alteracGes aparentemente se tratavam de
neoplasias de carater lipidico (lipomas). Contudo, tendo em vista que o método empregado para
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montagem das laminas histoldgicas foi a coloracdo de H.E., e que as laminas foram submetidas
a imersdes sucessivas em alcool (50-100%) e xilol, provavelmente houve uma dissolucéo deste
conteudo lipidico pelos reagentes empregados durante a montagem, portanto as alteracfes ndo

foram possiveis de serem identificadas em analise histopatologica posterior.

Ainda, apesar das analises morfoldgicas dos figados terem apresentado alteragdes nas doses
mais altas de administracdo do peptideo (20 e 40 mg/kg), a distancia dessas doses para a dose
terapéutica (4 mg/kg) sugere uma janela de seguranca farmacoldgica consideravel do peptideo
(IT>10).

Para se avaliar o desempenho motor e atividade espontanea dos animais, foi empregado —
em ambos os modelos — o0 ensaio comportamental do Campo aberto (Open Field). Este teste foi
utilizado para acessar a atividade geral espontanea dos animais ao longo dos dias de tratamento
(1°diano PADU, e 1°, 14° e 28° dias no PADR). O Open Field é um teste amplamente utilizado
na avaliacdo de alteracbes motoras e do comportamento geral espontdneo nos animais em
diversos modelos animais validados (Gould et al., 2009). Este teste & empregado para investigar
se 0s animais apresentam alteracdes comportamentais. Nesse contexto, foram analisados cinco
parametros comportamentais no teste de Open Field: o deslocamento total dos animais na arena,
0 tempo total que os animais estiveram imdveis, o tempo total que os animais realizaram
autolimpeza, o tempo total que os animais realizaram elevacédo e o de exploracdo, a distancia
percorrida, a elevacdo e a autolimpeza (Gould et al., 2009). Desta forma, o peptideo nédo
apresentou diferenca quando comparado ao veiculo em nenhum dos parametros avaliados, em

todas doses testadas.

Existem varios fatores de risco associados a falha no controle das crises epilépticas,
acabando por impactar grandemente a vida dos pacientes. Dentre esses fatores, os danos
corporais, hospitalizacbes constantes, expectativa de vida reduzida, comprometimentos
neuropsicoldgicos, psiquiatricos e sociais podem ser mencionados. Ademais, é valido ressaltar
que estes fatores ndo estdo relacionados apenas a doenca, mas também a vasta gama de efeitos
adversos comumente associados aos FAEs utilizados, prejudicando consideravelmente a
qualidade de vida dos pacientes (French, 2007; Gao et al., 2015; Laxer et al., 2014).

Dentre os principais FAEs utilizados como intervencdo na ER, destacam-se: diazepam,
carbamazepina, etossuximida, fenobarbital, fenitoina, levetiracetam e &cido valproico

(Dhaliwal et. al, 2023; Golyala and Kwan, 2017). Entretanto, apesar da disponibilidade e
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desenvolvimento continuo de novos FAES, estas terapias fornecem apenas alivio sintomaético,
nédo sendo capazes de impedir a progresséo da doenca, ou de promover a neuro-regeneracao.
Além disso, o tratamento com FAEs esta comumente associado a efeitos adversos variados,
muitas vezes severos e recorrentes, impactando negativamente na qualidade de vida dos
pacientes (Hauser et al., 2018; Macleod and Appleton, 2007). Estudos anteriores mostraram
que, dentre os pacientes com epilepsia que fazem uso de FAEs, cerca de 88% apresentava pelo
menos um efeito adverso (Perucca et al., 2009), podendo variar entre: letargia, tontura,
comprometimento comportamental e cognitivo, confusdo mental, alergias, hipersensibilidade,
atrofia cerebelar, disfuncdo retiniana, linfoma, efeitos cardiovasculares, aceleracdo de doengas
vasculares, prejuizos na memoria, disfuncbes no SNC, tremores, fadiga, osteoporose,
depressao, efeitos psicotropicos, nauseas, sintomas gastrointestinais, alteracdes de peso, dbito
por faléncia hepatica e anemia aplastica (Carpay et al., 2005; Luoni et al., 2011; Perucca et al.,
2009).

Ademais, estudos anteriores mostram que o impacto econdmico nas familias de pacientes
com epilepsia, bem como no governo, relacionados ao tratamento médico para combate de
efeitos adversos causados por FAEs € significativo e extremamente alto, demonstrando que o
controle dos efeitos adversos se torna tdo importante quanto o controle das crises no tratamento
da epilepsia (De Kinderen et al., 2014).

O farmaco Diazepam, em sua dose terapéutica, foi escolhido como controle positivo devido
a sua via de administracdo ser comparavel (injetavel, ndo oral), por ser bastante utilizado na
pratica clinica e por possuir perfil farmacologico conhecido (Mandelli et al., 1978) , tendo em
vista que outros FAEs disponiveis podem ndo apresentar eficiéncia no controle de crises e ndo
possuir perfis farmacocinético e farmacodinadmico bem elucidados, o que tornaria a comparagdo

inviavel.

O tratamento com o Diazepam ndo produziu alteracfes no ganho de massa corporal dos
animais ao longo do periodo dos modelos agudo e crénico, na massa dos 6rgdos dos animais e
nos parametros histopatoldgicos avaliados. Contudo, nas fémeas do PADR, o grupo DZP
apresentou volume do rim maior quando comparado ao grupo veiculo. Esta observacdo aponta
para uma possivel toxicidade renal causada pelo composto no PADR. Ainda, é valido ressaltar
que o Diazepam nao foi diluido em 20% de DMSO como os demais tratamentos, tendo em vista

que o0 composto ja possuia outros diluentes em sua ampola original.
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Nas analises do teste de Campo Aberto, o grupo tratado com Diazepam apresentou periodo
imével consideravelmente maior do que os demais tratamentos no PADU, nas fémeas, e no
PADR em ambos 0s sexos —em todos os Open Fields nos machos e no Open Field 1 nas fémeas.
Ademais, no PADU, o grupo DZP apresentou tempo de elevacdo consideravelmente menor
com relacdo a todos os tratamentos (exceto a maior dose do peptideo) nos machos e com relacdo
ao veiculo, nas fémeas. O mesmo foi observado no tempo de exploragdo dos animais, que foi
consideravelmente menor no grupo tratado com o DZP no PADU, em ambos 0s sexos, com
relacdo aos demais tratamentos (exceto grupo veiculo fémeas); e no PADR com relacéo a todos
os tratamentos (exceto para 0s machos: veiculo no OF1, e para as fémeas: veiculo e Occ-1202
4 mg/kg no OF2; e Occ-1202 20 mg/kg e 40 mg/kg no OF3).

Estas diferencas observadas nos comportamentos espontaneos dos animais tratados com
Diazepam ¢é consistente com o descrito na literatura, tendo em vista que a administracdo de
Diazepam em doses terapéuticas acarreta, dentre seus efeitos, em sedacdo (Dhaliwal et. Al,
2023; Costa et al., 1978). Estudos anteriores apontaram para um deslocamento total e
autolimpeza reduzidos em animais tratados com diferentes doses de Diazepam, bem como
sinais de sedacdo causados pelo composto nas maiores doses testadas (Birkett et al., 2011;
Carolaetal., 2002; Crawley, 1985; Padua-Reis et al., 2021). Portanto, é esperado que 0s animais
tratados com este composto apresentem um tempo maior de imobilidade, bem como tempos

menores de elevagéo e exploragdo quando comparado aos demais grupos.

Adicionalmente, vale mencionar que o teste de campo aberto (Open Field) é um teste de
alta variabilidade, tendo em vista que 0 mesmo acessa a atividade geral espontanea dos animais.
Desta forma, é pertinente que mais testes sejam realizados com um nimero amostral maior a

fim de se diminuir a variabilidade intrinseca deste ensaio comportamental.

Diversos efeitos adversos ja foram relatados sobre o Diazepam, podendo-se citar: sedacéo,
fadiga, confusdo, amnésia anterograda, depresséo, ataxia, irritabilidade, desinibicdo, reacdes no
local de administragéo, dores de cabeca, tremores, distonia, retencdo urinaria, incontinéncia,
nauseas, constipacdo, diplopia, alteracdes na libido, erupcdes cutaneas, alteracdes no ciclo
menstrual e elevacdo dos niveis de AST e ALT (Olson, 2007).

Ainda, o indice terapéutico (toxicidade/dose terapéutica - IT) dos benzodiazepinicos tende
a ser alto. Estudos anteriores demonstraram que a administracdo de Diazepam, em via oral, de

doses que variaram entre 15-20 vezes a dose terapéutica do composto nao apresentaram morte
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por overdose, no entanto, paradas cardiorrespiratorias ja foram reportadas apds administracdo
intravenosa rapida de benzodiazepinicos (Olson, 2007).

Em estudos de toxicidade e seguranca farmacologica, um parametro essencial é a avaliacdo
da hematotoxicidade, realizada através da analise do sangue periférico, obtida por meio de
hemograma completo, bem como em anélises bioquimicas (Bloom and Brandt, 2008). Desta
forma, foram realizados testes bioquimicos e de hemograma em animais do PADR.

Nos testes bioquimicos foram avaliados os niveis de ALT, AST, Ureia e Creatinina entre
0S grupos, tanto nos machos quanto nas fémeas, ndo sendo observadas alteracbes entre os
diferentes tratamentos. No entanto, quando comparados com valores de referéncia da literatura
(Castello Branco, 2011; LIMA, 2018; Santos et al., 2016), alguns dados apresentaram valores

destoantes.

Quanto aos parametros bioquimicos observados no estudo, a dose terapéutica do peptideo
(4 mg/kg) apresentou alteragBes apenas nos niveis de creatinina, sendo inferiores aos valores
de referéncia. No entanto, estas alteracbes foram observadas uniformemente em todos os
grupos, ndo sendo possivel atribui-la a administracdo do peptideo. Ademais, a dose terapéutica
apresentou niveis elevados de mondcitos, quando comparada aos valores de referéncia, nos
machos; e valores elevados de: leucdcitos, linfécitos, eosindfilos e plaquetas, quando
comparados aos valores de referéncia, nas fémeas. Contudo, o niamero amostral na realizagéo
do teste de hemograma foi de apenas um animal por grupo. Desta forma, estes valores ndo séo

estatisticamente significativos.

Ademais, nas doses mais altas do peptideo, apenas o grupo Occ-1202 20 mg/kg fémeas
apresentou valores diferentes (maiores), nos niveis de ALT, quando comparados aos dados de

referéncia, e ambos apresentaram niveis de creatinina inferiores, como descrito anteriormente.

No grupo tratado com Diazepam, foi observado que os niveis de AST estavam menores
do que os valores de referéncia, nos machos. Os valores de creatinina também estavam mais
baixos do que os dados de referéncia, como descrito anteriormente. No hemograma realizado
nas fémeas, o animal tratado com Diazepam apresentou niveis de hemoglobina, leucdcitos,

monacitos, linfécitos e plagquetas elevados quando comparado aos valores de referéncia.

A Alanina Aminotransferase (ALT) é uma enzima de extravasamento presente

especificamente no citoplasma dos hepatdcitos. Alteragcdes nos niveis de ALT indicam mal
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funcionamento hepético. A enzima Aspartato aminotransferase (AST) também é uma enzima
de extravasamento, parte se encontra livre no citoplasma de hepatocitos, com uma maior
concentracdo nas membranas das mitocondrias, mas também esta presente em diversos tecidos,
como células do musculo cardiaco, esquelético e figado. Desta forma, os testes realizados para
identificar os niveis desta enzima sdo utilizados no diagndstico de doengas musculares (Hall
and Cash, 2012).

A Ureia, sintetizada pelo figado, representa o principal produto final do catabolismo
proteico, sendo excretada majoritariamente pelos rins. Os glomérulos sdo responsaveis pela
filtracdo da ureia do plasma. Assim, sob condi¢des normais, cerca de 25 a 40% da ureia filtrada
é reabsorvida na sua passagem pelos tubulos renais. Velocidades de fluxo urinario maiores do
gue o normal acarreta na diminuicdo da reabsorcdo tubular de ureia; de forma semelhante, a
diminuicdo da velocidade do fluxo urinario amplifica sua reabsorcao nos tabulos renais. Ainda,
os niveis de ureia podem ser afetados por fatores fisiol6gicos ou doencas de origem ndo-renal
(Sodré et al., 2007).

A creatinina € uma substancia encontrada no sangue e produzida pelos musculos como um
produto do metabolismo da fosfocreatina, uma proteina obtida mediante ao consumo dos
alimentos. A utilizacdo da fosfocreatina pelos musculos para obtencdo de energia resulta no
transporte de creatinina na corrente sanguinea até os rins, sendo eliminada pela urina. Assim, a
quantidade de creatinina no sangue permite avaliar a funcdo renal. Niveis altos de creatinina
apontam para um funcionamento renal comprometido; em contrapartida, niveis baixos podem
sugerir quadros de desnutri¢do ou perda de massa magra, além de alteracBes hepaticas (Sodré
et al., 2007).

No que diz respeito as analises dos parametros bioguimicos realizadas entre 0s grupos, é
importante ressaltar que o nimero amostral de cada grupo foi pequeno em decorréncia de
problemas ocorridos com laboratério de analises de sangue utilizado no inicio do estudo. Pelo

mesmo motivo nédo foi possivel realizar as anélises hematologicas nos animais do PADU.

Ainda, apesar dos valores de referéncia presentes na literatura, ndo é possivel realizar uma
comparacao robusta e significativa com os mesmos, uma vez que cada laboratério ou biotério
deve estabelecer seus proprios valores de referéncia dos animais saudaveis, tendo em vista as
variacdes decorrentes de equipamento utilizado, metodologia empregada, linhagem, género e
idade de cada espécie, que influenciam diretamente nos dados obtidos (Dantas et al., 2006).
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Portanto, as comparagdes com os valores de referéncia realizadas neste estudo foram feitas
apenas para fins informativos, levando-se em consideracdo que os dados de referéncia ndo

foram obtidos do biotério da Universidade de Brasilia.

Desta forma, a avaliacdo dos parametros hematoldgicos neste estudo, em comparagao com
0 grupo controle, ndo apresentou alteragdes significativas em nenhum dos componentes ap0s
administragdo do peptideo, demonstrando que a Occidentalina-1202 ndo causa hematoxicidade

detectavel nesse experimento.

Tendo em vista que a Occidentalina-120 apresentou potente efeito antiepilético em modelos
agudo e crbnico de crises epilépticas em estudos anteriores, € esperado que seus possiveis
mecanismos de acdo estejam relacionados com a modulagdo excitatdria ou inibitéria no SNC.
Diversos FAEs atuam por meio da alteracdo da excitabilidade celular, modulando a

neurotransmissao glutamatérgica ou GABAérgica (Rogawski and Loscher, 2004).

Nesse sentido, foram realizados ensaios de competicdo com 0s neurotransmissores GABA
e Glutamato marcados com tricio, um is6topo radioativo de hidrogénio, a fim de se avaliar a
competicdo entre a Occidentalina-1202 e 0s respectivos neurotransmissores. As analises
indicaram ndo haver competicdo entre o peptideo e o neurotransmissor GABA. Ainda, 0s
resultados apontaram para uma alta afinidade entre a Occidentalina-1202 e o sitio de ligacdo de
glutamato, apresentando uma competic@o de quase 100% ainda nas menores concentragdes do
peptideo.

Estes resultados sugerem que a Occidentalina-1202 exerce, dentre seus possiveis
mecanismos de acdo, um antagonismo em receptores glutamatérgicos. Estes dados séo
consistentes com o0s obtidos em estudos anteriores, em modelos computacionais, em que a
Occidentalina-1202 promove bloqueio de receptores glutamatérgicos do tipo Cainato (Figura
54) (Mortari et al., 2023). E importante ressaltar, no entanto, que este experimento ndo permite
a diferenciacdo entre subtipos de receptores, sendo que a ligacdo receptor-radioligante
observada é resultado da ligacdo em todos os subtipos de receptores glutamatérgicos. Nesse
sentido, receptores que apresentem baixa densidade cortical (como receptores metabotropicos),
podem ter sua ligacdo camuflada nesse ensaio. Desta forma, ndo é possivel afirmar em qual
receptor este antagonismo é exercido. Da mesma maneira, como nao ha discriminacgéo entre o0s

tipos de receptores, também nao é possivel excluir a acdo da Occidentalina-1202 em algum sitio
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de ligagdo de receptores GABAérgicos — ou em outros subtipos de receptores -, diferentes de
onde a ligacdo do neurotransmissor glutamato ocorre.

Figura 54. Sitio de ligacdo no receptor Cainato (GIuR6). (A) Cainato no sitio de ligacao (seta indica a posicao).
(B) Occidentalina-1202 blogueando a entrada do receptor. (C) Occidentalina-1202 com a superficie destacada,
indicando o bloqueio total do sitio de ligacdo. (D) Occidentalina-1202 (amarelo) ndo ocupa 0 mesmo sitio de
ligacdo do que o Cainato (seta indica a posi¢do) no receptor GIUR6. Imagem retirada de Mortari et al., 2023.

6. Conclusotes

Os resultados obtidos neste estudo indicam que o peptideo Occidentalina-1202 € seguro
para ser utilizado como tratamento em sua dose terapéutica (4 mg/kg), ndo apresentando
impactos fisioldgicos, cognitivos, motores ou, ainda, histopatol6gicos negativos nos animais,
tanto no PADU, quanto no PADR, em ambos os sexos. Além disso, apesar das analises
morfolégicas dos figados terem apresentado alteracdes nas doses mais altas de administracdo
do peptideo (20 e 40 mg/kg), a distancia dessas doses para a dose terapéutica (4 mg/kg) sugere

uma janela de seguranca farmacoldgica consideravel do peptideo.

Ademais, a Occidentalina-1202 apresentou interacdo em receptores glutamatérgicos,
promovendo assim diminui¢do da neurotransmissdo excitatoria. Estes dados apontam para um

mecanismo de acdo consistente com seu efeito neuroprotetor e antiepiléptico.
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Nesse contexto, estudos adicionais devem ser conduzidos para se avaliar a
hematotoxicidade do peptideo Occidentalina-1202 com maior robustez, em um numero maior
de animais — e também em PADU -, bem como para realizar a investigacao de outros parametros
necessarios na determinacdo da toxicidade de um composto, como testes de genotoxicidade.
Adicionalmente, novos testes, empregando técnicas histoldgicas adequadas, devem ser
realizados para investigacdo das alteracdes observadas nos figados dos animais que receberam

as maiores doses do peptideo.

Por fim, é necessario que haja mais investigaces no que diz respeito ao mecanismo de
acdo da Occidentalina-1202, tanto para se identificar os receptores especificos nos quais o
peptideo exerce sua funcao farmacoldgica, quanto para se determinar uma curva de competicdo

completa.
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